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°C Grad Celsius 
µ mikro 
A Adenin 
AFM engl. atomic force microscopy 
AS-SRO engl. Angelman syndrome smallest region of overlap 
ATP Adenosintriphosphat 
BAC  bakterielles artifizielles Chromosom (engl. bacterial artificial chromosome) 
bp Basenpaar 
BRE Transkriptionsfaktor-IIB-Erkennungselement (engl. TFIIB recognition 
element) 
C Cytosin 
cDNA komplementäre DNA (engl. complementary DNA) 
cen Centromer 
Cp engl. crossing point 
CpG Dinukleotid aus Cytosin gefolgt von Guanin in 5´-3´-Orientierung 
DCE engl. downstream core element 
DMEM  engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 




DPBS  engl. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 
DPE engl. downstream promoter element 
DRB 5,6-Dichlor-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol 
EB Embryoid-Körper (engl. embryoid body) 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF epidermaler Wachstumsfaktor (engl. epidermal growth factor) 
EGFP engl. enhanced green fluorescent protein 
ENCODE engl. Encyclopedia of DNA Elements Consortium 
FBS fötales bovines Serum (engl. fetal bovine serum) 





h Stunde (engl. hour) 
H3K4me1 Monomethylierung des Lysins an Position vier des Histons H3 
H3K4me3 Trimethylierung des Lysins an Position vier des Histons H3 
H3K27ac Acetylierung des Lysins an Position 27 von Histon H3 
H3K27me3 Trimethylierung des Lysins an Position 27 von Histon H3 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-ethansulfonsäure 





LIF engl. leukemia inhibitory factor 





MEF murine embryonale Fibroblasten 
mES-Zellen murine embryonale Stammzellen 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MID engl. multiplex identifier 
min Minute 
mRNA engl. messenger RNA 
MTE engl. motif ten element 
n nano 
ncRNA nicht-kodierende RNA (engl. non-coding RNA) 
p kurzer Arm eines Chromosoms (franz. petit) 
pat paternal 
PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 
PolyA-Signal Polyadenylierungssignal 
PWS-IC engl. Prader-Willi syndrome imprinting center 
PWS-SRO engl. Prader-Willi syndrome smallest region of overlap 
Abkürzungsverzeichnis 
q langer Arm eines Chromosoms (franz. queue) 
qRT-PCR engl. quantitative real-time PCR 
rBG engl. rabbit β-globin 
RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 
RNase Ribonuklease 
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 
rRNA ribosomale RNA 
s Sekunde 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
snoRNA  engl. small nucleolar RNA 
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nucleotide polymorphism) 
T Thymin 
TA Anlagerungstemperatur des Primers 
TAE Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Acetat-Ethylendiamintetraessigsäure 




TI transkriptionelle Interferenz 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA Transfer-RNA 
U Enzymeinheit (engl. unit) 
U Uracil 














1.1 Transkription in Eukaryoten 
Ein erwachsener Mensch besitzt circa 1013 Zellen, deren Identität durch die Transkription 
ihres Genoms bestimmt wird (Bianconi et al. 2013). Durch die Regulation der Transkription 
werden sämtliche Prozesse in einer Zelle kontrolliert und bereits geringfügige Änderungen 
der Transkription eines Gens können weitreichende Folgen für den gesamten Organismus 
haben. Daher ist die Transkription ein stark regulierter Prozess (Vaquerizas et al. 2009; 
Grünberg und Hahn 2013). 
Für den Vorgang der Transkription sind DNA-abhängige RNA-Polymerasen erforderlich, die 
die Synthese der RNA katalysieren. Es wurden drei RNA-Polymerasen identifiziert, die in 
allen Eukaryoten vorkommen und sich in ihrer Funktion und der Zusammensetzung ihrer 
Untereinheiten unterscheiden (Cramer et al. 2008). Diese werden als RNA-Polymerase I, II 
und III bezeichnet (Roeder und Rutter 1969). Die RNA-Polymerase I katalysiert die Synthese 
ribosomaler RNAs (rRNAs), während die RNA-Polymerase III auf die Produktion kurzer, 
nicht-kodierender RNAs, wie beispielsweise Transfer-RNAs (tRNAs), spezialisiert ist 
(Grummt 1999; White 2011). Alle Protein-kodierenden Gene werden von der 
RNA-Polymerase II transkribiert. Zusätzlich dazu ist diese RNA-Polymerase aber auch für 
die Synthese vieler nicht-kodierender RNAs verantwortlich (Lee und Young 2000; Tudek et 
al. 2015). 
Für die Initiation der Transkription bindet die RNA-Polymerase II, zusammen mit den 
allgemeinen Transkriptionsfaktoren TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH, spezifisch an eine 
DNA-Sequenz, die als Promotor bezeichnet wird. Hierbei vermitteln TFIIB und TFIID die 
Rekrutierung der RNA-Polymerase II zum Promotor. TFIID umfasst das TATA-Box-
Bindeprotein (TBP), welches für die Transkription der meisten Promotoren benötigt wird, 
und verschiedene TBP-assoziierte Faktoren (TAFs), die Promotor-spezifische Funktionen 
besitzen. Zusammen mit der Promotor-DNA bilden die Faktoren TFIIB und TBP einen 
Komplex, der von der RNA-Polymerase II und dem mit ihr assoziierten Faktor TFIIF 
gebunden wird. Auf diese Weise entsteht der sogenannte Kern-Initiationskomplex. Durch 
die Bindung der allgemeinen Transkriptionsfaktoren TFIIE und TFIIH an diesen Komplex 
entsteht daraus der sogenannte Prä-Initiationskomplex, welcher die noch doppelsträngige 
Promotor-DNA umschließt. Im Anschluss daran vermittelt der Faktor TFIIH, unter Einsatz 
von ATP, das Aufschmelzen einer zentral gelegenen DNA-Region, wodurch die sogenannte 
Transkriptionsblase aus einzelsträngiger DNA gebildet wird und der offene 




befindet sich der DNA-Matrizenstrang in der Nähe des aktiven Zentrums der 
RNA-Polymerase II. Mithilfe der Faktoren TFIIB und TFIIF kann nun der 
Transkriptionsstartpunkt der DNA-Matrize ermittelt und anschließend die RNA-Synthese 
eingeleitet werden (Grünberg und Hahn 2013; Sainsbury et al. 2015). 
Die Verknüpfung der ersten Nukleotide ist ein instabiler Prozess, der wiederholt 
abgebrochen und von Neuem begonnen wird, was zur Freisetzung kurzer RNA-Transkripte 
führt. Bei einer Transkriptlänge von circa 25 Nukleotiden ist eine produktive Initiation der 
Transkription erreicht und die RNA-Polymerase II beginnt mit der Elongationsphase der 
Transkription (Shandilya und Roberts 2012). 
Bevor der RNA-Polymerase-II-Komplex jedoch in die produktive Elongationsphase eintritt, 
durchläuft er zunächst verschiedene Anpassungen. Bei Metazoen wird dieser Prozess häufig 
von einem Pausieren der RNA-Polymerase II in der Promotor-nahen Region, 30 bis 60 
Nukleotide stromabwärts des Transkriptionsstartpunkts, begleitet und durch die 
Anlagerung des negativen Elongationsfaktors NELF (engl. negative elongation factor) und 
des Faktors DSIF (engl. DRB-sensitivity-inducing factor) vermittelt. In manchen Fällen 
können auch Nukleosomen zum Pausieren der RNA-Polymerase II in der Promotor-nahen 
Region beitragen. Das Pausieren der RNA-Polymerase II an dieser Stelle wird insbesondere 
zur Regulation der Transkriptionsrate und zum Anhängen einer Cap-Struktur aus 
Methylguanosin an das 5´-Ende von Protein-kodierenden Transkripten genutzt (Saunders et 
al. 2006; Adelman und Lis 2012; Jonkers und Lis 2015). Die Cap-Struktur wird für die 
Translation der meisten mRNAs benötigt und schützt sie vor dem Abbau durch 
Exonukleasen. Zudem fördert die Cap-Struktur Prozesse wie das Splicing, die 
Polyadenylierung und den Kernexport der mRNA (Cowling 2010). Die produktive 
Elongationsphase wird schließlich durch den positiven Transkriptionselongationsfaktor b 
(P-TEFb) eingeleitet, der die carboxyterminale Domäne der RNA-Polymerase II und den 
Komplex aus NELF und DSIF phosphoryliert. Dies führt zur Dissoziation des Faktors NELF 
und verwandelt den Faktor DSIF in einen positiven Elongationsfaktor, der an die 
RNA-Polymerase II gebunden bleibt und die Elongation fördert (Saunders et al. 2006; 
Adelman und Lis 2012; Jonkers und Lis 2015). Auch während der produktiven 
Elongationsphase kann es zum Pausieren der RNA-Polymerase II an bestimmten 
DNA-Sequenzen kommen (Landick 2006; Darzacq et al. 2007). 
Die Transkriptionseffizienz der RNA-Polymerase II wird unter anderem durch 
unterschiedliche Histonmodifikationen beeinflusst, die eine schwächere oder stärkere 
Bindung der DNA an die Nukleosomen hervorrufen und dadurch die Transkription fördern 




Faktoren, zu denen beispielsweise Histon-Chaperone gehören. Diese Proteine ermöglichen 
das Vorankommen der RNA-Polymerase II durch Chromatin, indem sie die Interaktion der 
Nukleosomen mit der DNA lockern und hinter der RNA-Polymerase II den ursprünglichen 
Zustand wiederherstellen (Jonkers und Lis 2015). Zudem werden von der elongierenden 
RNA-Polymerase II Splicing-Faktoren rekrutiert, die am kotranskriptionellen Splicing des 
Prä-mRNA-Transkripts beteiligt sind (Shandilya und Roberts 2012; Merkhofer et al. 2014). 
Die letzte Phase des Transkriptionszyklus umfasst die Termination der Transkription, die 
durch die Freisetzung des RNA-Transkripts und die Dissoziation der RNA-Polymerase II von 
der DNA gekennzeichnet ist. Bei der Synthese von Protein-kodierenden mRNA-Transkripten 
wird die Termination der Transkription durch ein Polyadenylierungssignal (PolyA-Signal) 
eingeleitet. Die Transkription des PolyA-Signals führt zu einer deutlichen Verlangsamung 
der Transkription und schließlich zum Pausieren der RNA-Polymerase II. Die meisten 
Protein-kodierenden Transkripte besitzen ein hoch konserviertes PolyA-Signal mit dem aus 
Adenin- und Uracil-Nukleotiden bestehenden Hexamer AAUAAA und einem stromabwärts 
davon gelegenen Guanin- und Uracil-reichen Element. Diese Elemente werden von den 
Faktoren CPSF (engl. cleavage polyadenylation specificity factor) und CstF (engl. cleavage 
stimulation factor) gebunden, die zusammen mit weiteren Faktoren die gezielte Spaltung 
des Prä-mRNA-Transkripts zwischen diesen Elementen hervorrufen. Anschließend wird das 
stromaufwärts der Spaltstelle gelegene Produkt durch die PolyA-Polymerase polyadenyliert 
und durchläuft weitere Reifungs- und Prozessierungsvorgänge, bevor es als reife mRNA für 
die Translation aus dem Zellkern exportiert wird. Das stromabwärts der Spaltstelle gelegene 
Produkt wird hingegen abgebaut. Bevor die RNA-Polymerase II von der DNA dissoziiert, 
wird sie an ihrer carboxyterminalen Domäne dephosphoryliert, sodass sie anschließend 
einen neuen Transkriptionszyklus beginnen kann (Nag et al. 2007; Proudfoot 2011; 
Shandilya und Roberts 2012). 
Neben der Transkription Protein-kodierender mRNA-Transkripte, transkribiert die 
RNA-Polymerase II auch zahlreiche lange, nicht-kodierende RNAs (lncRNAs, engl. long 
non-coding RNAs), deren Funktionen größtenteils noch unbekannt sind. lncRNAs sind 
definitionsgemäß mehr als 200 Nukleotide lang und kodieren nicht für Proteine. Viele von 
ihnen weisen jedoch Ähnlichkeiten zu mRNAs auf und werden an ihrem 5´-Ende mit einer 
Cap-Struktur verknüpft, gespleißt und am 3´-Ende polyadenyliert. Die auf diese Weise 
prozessierten lncRNAs sind biochemisch oft nicht von mRNAs zu unterscheiden. Tendenziell 
sind sie jedoch eher kürzer als mRNAs, besitzen weniger aber dafür längere Exons, werden 
weniger stark exprimiert und weisen eine geringere Konservierung ihrer Primärsequenz 




zusammen. Daher gibt es auch zahlreiche Beispiele von lncRNAs, die auf sehr 
unterschiedliche Weise prozessiert werden (Shandilya und Roberts 2012; Quinn und Chang 
2015). 
 
1.2 Aufbau eukaryotischer Promotoren 
Wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben, erfolgt die Initiation der 
Transkription an spezifischen DNA-Sequenzen, die als Promotoren bezeichnet werden. Der 
Kernpromotor (engl. core promoter) ist Teil des Promotors und umfasst alle 
Sequenzelemente, die von der basalen Transkriptionsmaschinerie, die schließlich den 
Prä-Initiationskomplex bildet, gebunden werden. Durch den Kernpromotor wird der 
Startpunkt und die Richtung der Transkription festgelegt (Maston et al. 2006). 
Die Sequenzelemente des RNA-Polymerase-II-Kernpromotors können stromaufwärts oder 
stromabwärts des Transkriptionsstartpunkts angeordnet sein. Bekannte Elemente des 
Kernpromotors sind die TATA-Box, das Transkriptionsfaktor-IIB-Erkennungselement (BRE, 
engl. TFIIB recognition element), das Initiator-Element und die Elemente DPE (engl. 
downstream promoter element), DCE (engl. downstream core element) und MTE (engl. motif 
ten element) (Juven-Gershon und Kadonaga 2010; Sainsbury et al. 2015). Die TATA-Box und 
das BRE-Sequenzelement sind zusammen mit ihren Proteinfaktoren TBP und TFIIB von den 
Archaeen bis hin zum Menschen hoch konserviert und gehören damit zu den ältesten 
Sequenzelementen des Kernpromotors (Juven-Gershon et al. 2008). Das Initiator-Element 
überlappt mit dem Transkriptionsstartpunkt und wird, wie auch vermutlich die Elemente 
DPE, DCE und MTE, von bestimmten TAFs erkannt (Sainsbury et al. 2015). 
Die TATA-Box und andere Kernpromotor-Elemente wie BRE, DPE und DCE werden mit 
einer fokussierten Transkriptionsinitiation in Verbindung gebracht. Der Kernpromotor 
besitzt hierbei entweder nur einen Transkriptionsstartpunkt oder eine Ansammlung von 
Transkriptionsstartpunkten, die in einem kleinen definierten Bereich lokalisiert sind. 
Kernpromotoren, deren Transkriptionsstartpunkte über circa 50 bis 100 Nukleotide verteilt 
sind, weisen tendenziell eher keine dieser Elemente auf. Bei Vertebraten befinden sich 
solche Kernpromotoren meist in Regionen mit einem vergleichsweise hohen Anteil an 
CpG-Dinukleotiden (Dinukleotid aus Cytosin gefolgt von Guanin in 5´-3´-Orientierung), den 
sogenannten CpG-Inseln (Juven-Gershon et al. 2008; Blackledge und Klose 2011; Deaton und 
Bird 2011). 
CpG-Dinukleotide sind in den meisten Genomen von Vertebraten insgesamt 
unterrepräsentiert, da sie an Position fünf der Cytosinbase durch DNA-Methyltransferasen 




Desaminierung die Base Thymin entstehen kann. Es gibt jedoch auch Bereiche im Genom 
der Vertebraten, die ein erhöhtes Vorkommen an CpG-Dinukleotiden aufweisen (Bird 1980; 
Smale und Kadonaga 2003). Diese CpG-Inseln umfassen mindestens 500 Basenpaare, 
besitzen einen Gehalt an Guanin- und Cytosin-Nukleotiden von 55 Prozent oder mehr und 
das Verhältnis von vorhandenen zu erwarteten CpG-Dinukleotiden liegt bei mindestens 0,65 
(Takai und Jones 2002). 
Etwa 70 Prozent der annotierten Promotoren von Vertebraten sind mit einer CpG-Insel 
assoziiert (Saxonov et al. 2006; Deaton und Bird 2011). CpG-Inseln liegen meist 
unmethyliert vor. Manche von ihnen werden während der normalen Entwicklung jedoch 
stark methyliert, was zur stabilen Inaktivierung des assoziierten Promotors führt. Diese 
Promotor-Inaktivierung könnte zum einen dadurch hervorgerufen werden, dass die 
Transkriptionsfaktoren aufgrund der DNA-Methylierung nicht mehr an den Promotor 
binden können. Zum anderen könnte die Inaktivierung des Promotors aber auch durch 
Proteine mit einer Methyl-CpG-Bindedomäne ausgelöst werden, die Chromatin-
modifizierende Faktoren zur methylierten DNA rekrutieren und durch repressive 
Histonmodifikationen die Bindung der Transkriptionsmaschinerie verhindern (Deaton und 
Bird 2011). Die Trimethylierung des Lysins an Position 27 von Histon H3 (H3K27me3) führt 
beispielsweise zu einem repressiven Chromatinzustand, der die Transkription am Promotor 
inhibiert und daher charakteristisch für inaktive Promotoren ist. Im Gegensatz dazu weisen 
Promotorregionen von aktiven Genen allgemein acetylierte Histone und an Position vier des 
Lysins methylierte H3-Histone auf. Die Trimethylierung des Lysins an Position vier von 
Histon H3 (H3K4me3) führt beispielsweise zu einer offenen Chromatinumgebung, die die 
Transkription ermöglicht (Barski et al. 2007; Shandilya und Roberts 2012). 
Für eine effiziente Transkription sind neben dem Kernpromotor weitere Sequenzelemente 
erforderlich, die von regulatorischen Faktoren gebunden werden und die Transkription 
fördern. Zu diesen Sequenzelementen gehören die sogenannten Enhancer, die im aktiven 
Zustand die charakteristischen Histonmodifikationen H3K27ac (Acetylierung des Lysins an 
Position 27 des Histons H3) sowie H3K4me1 (Monomethylierung des Lysins an Position vier 
des Histons H3) aufweisen und die Transkription fördern (Maston et al. 2006; Creyghton et 
al. 2010). Weitere regulatorische Sequenzelemente sind beispielsweise Silencer, Isolatoren 






1.3 Transkriptionelle Interferenz 
Sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten besteht die primäre Funktion der Transkription in 
der Produktion von RNA-Transkripten. Allerdings werden immer mehr Beispiele bekannt, 
bei denen die Transkription zusätzlich dazu auch eine regulatorische Funktion einnimmt, 
wobei ein Transkriptionsprozess einen anderen direkt hemmt (Palmer et al. 2011). Obwohl 
wahrscheinlich 90 Prozent des menschlichen Genoms transkribiert werden, kodieren 
weniger als zwei Prozent des Genoms für Proteine (Human Genome Sequencing Consortium 
2004; Birney et al. 2007; Wilusz et al. 2009). Zudem überlappen vermutlich 40 Prozent der 
gebildeten Transkripte mit anderen Transkripten (Birney et al. 2007; Palmer et al. 2011). 
Diese überlappende Transkription kann zur direkten Unterdrückung eines 
Transkriptionsprozesses durch den anderen in cis führen, was als transkriptionelle 
Interferenz (TI) bezeichnet wird (Shearwin et al. 2005). Im Gegensatz zu anderen 
Regulationsmechanismen der Genexpression, ist für die TI nicht die Sequenz der 
transkribierten RNA, sondern vielmehr der Prozess der Transkription entscheidend, 
weshalb vor allem auch nicht-kodierende RNAs (ncRNAs, engl. non-coding RNAs) an diesem 
Prozess beteiligt sein können (Mazo et al. 2007). Viele ncRNAs überlappen mit Promotoren 
oder regulatorischen Elementen benachbarter Gene und könnten daher, statt eine 
funktionale RNA zu bilden, an der Regulation der Genexpression durch TI beteiligt sein 
(Palmer et al. 2011). 
TI kann durch unterschiedliche Promotoranordnungen hervorgerufen werden. Konvergente 
Promotoren sind einander zugewandt angeordnet, sodass die gebildeten Transkripte 
aufeinander zulaufen (Abbildung 1A). TI kann bei dieser Anordnung der Promotoren nur 
dann hervorgerufen werden, wenn die Transkripte zumindest teilweise miteinander 
überlappen (Callen et al. 2004; Shearwin et al. 2005). Verläuft die von zwei Promotoren 
ausgehende Transkription in die gleiche Richtung, so handelt es sich um 
Tandem-Promotoren (Abbildung 1B). Bei dieser Promotoranordnung müssen die 
Transkripte für den Prozess der TI nicht zwingend miteinander überlappen. Es kann auch 
eine ausschließlich mit dem stromabwärts gelegenen Promotor überlappende Transkription 
für die TI ausreichend sein (Martens et al. 2004; Shearwin et al. 2005). Divergierende 
Promotoren sind in entgegengesetzter Richtung angeordnet, sodass die Transkripte nicht 
miteinander überlappen können (Abbildung 1C). Für den Prozess der TI müssen sich daher 
die Bindestellen für die Transkriptionsmaschinerie der beteiligten Promotoren zumindest 
teilweise überschneiden (Wang et al. 1998; Shearwin et al. 2005). 
Meist ist die TI ein asymmetrischer Prozess, bei dem ein starker Promotor die Aktivität 





Abbildung 1: Promotoranordnungen, die die transkriptionelle Interferenz ermöglichen. TI kann 
durch unterschiedliche Anordnungen von Promotoren hervorgerufen werden: A konvergente 
Promotoren, B Tandem-Promotoren oder C divergierende Promotoren. In dunkelblau und dunkelgrün 
sind jeweils die Promotoren, in hellblau und hellgrün die dazugehörigen Gene dargestellt. Die 
entsprechende Transkriptionsrichtung ist mit Pfeilen angegeben. Eigene Darstellung nach Shearwin et al. 
2005. 
 
Die Regulation der Genexpression durch TI konnte sowohl in Viren, Mikroben als auch 
Metazoen für eine große Vielfalt an biologischen Prozessen nachgewiesen werden. Es ist 
demnach davon auszugehen, dass TI nahezu ubiquitär in lebenden Organismen vorkommt 
(Palmer et al. 2011). Evolutionär könnte dieser Regulationsmechanismus parallel zu der von 
Transkriptionsfaktoren abhängigen Regulation der Genexpression entstanden sein. Denkbar 
ist jedoch auch, dass zunächst eine Regulation durch Interaktion der RNA-Polymerasen 
existierte und sich der Faktor-abhängige Regulationsmechanismus erst im Laufe der 
Evolution entwickelte (Nasser et al. 2002; Shearwin et al. 2005). 
Für extrachromosomale Elemente wie Plasmide, Bakteriophagen, Transposons oder 
Insertionssequenzen sind viele Beispiele für die Regulation der Genexpression durch TI 
bekannt (Simons et al. 1983; Jagura-Burdzy und Thomas 1997; Kimura und Yamaguchi 
1998; Dodd und Egan 2002; Shearwin et al. 2005). Aber auch für chromosomale DNA von 
Bakterien und Hefen wurden verschiedene Beispiele von TI beschrieben (Nasser et al. 2002; 
Martens et al. 2004; Shearwin et al. 2005). Weniger Beispiele sind für höhere Eukaryoten 
bekannt (Shearwin et al. 2005; Latos et al. 2012; Meng et al. 2013). Allerdings ermöglicht die 
Introngröße bei höheren Eukaryoten eine Anordnung von Genen in Introns anderer Gene 
und birgt daher ein großes Potenzial für eine Regulation dieser Gene durch TI (Portin 2002; 
Shearwin et al. 2005). Des Weiteren wurde mithilfe von Transkriptom-Analysen in 
verschiedenen Organismen wie beispielsweise Arabidopsis, Drosophila, der Maus und dem 
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möglicherweise eine Rolle bei der Regulation der Genexpression durch TI spielen könnten 
(Okazaki et al. 2002; Yamada et al. 2003; Yelin et al. 2003; Lavorgna et al. 2004; Stolc et al. 
2004; Shearwin et al. 2005). 
Bei Säugetieren ist TI auch an einem epigenetischen Prozess beteiligt, der als genomische 
Prägung oder genomisches Imprinting (engl. genomic imprinting) bezeichnet wird und eine 
elternspezifische monoallelische Genexpression bewirkt. Hierbei spielen vor allem lncRNAs 
eine Rolle, die in vielen geprägten Genregionen nachgewiesen werden konnten (Latos et al. 
2012; Meng et al. 2013; Barlow und Bartolomei 2014). 
Bei Säugetieren sind circa 100 elternspezifisch exprimierte Gene bekannt, zu denen sowohl 
Protein-kodierende Gene als auch Gene von ncRNAs zählen (Dindot et al. 2009; Bartolomei 
und Ferguson-Smith 2011). Die Expression dieser Gene wird durch differenziell methylierte 
Genregionen reguliert. Diese Regionen werden durch differenzielle DNA-Methylierung und 
Histonmodifikationen bereits in der mütterlichen bzw. väterlichen Keimbahn markiert und 
diese Markierungen nach der Befruchtung bei allen nachfolgenden Teilungen der diploiden 
Zellen aufrecht erhalten (Reik und Walter 2001; Ideraabdullah et al. 2008). Die differenzielle 
DNA-Methylierung erfolgt an CpG-reichen, sogenannten Imprinting-Kontrollregionen (ICR, 
engl. imprinting control region) und reguliert auf diese Weise die Genexpression der 
geprägten Genregion in cis. Geprägte Genregionen umfassen oft mehrere Gene, die in 
Gruppen angeordnet sind und von einer ICR reguliert werden. Maternal methylierte ICRs 
befinden sich in der Regel in intragenischen Regionen und beinhalten Promotoren, während 
paternal methylierte ICRs allgemein in intergenischen Regionen lokalisiert sind (Bartolomei 
und Ferguson-Smith 2011). 
Die Etablierung der differenziellen DNA-Methylierung in der weiblichen Keimbahn ist 
abhängig von der de novo DNA-Methyltransferase DNMT3A und dem nicht-enzymatischen 
Kofaktor DNMT3L. Wie jedoch bestimmte Sequenzen in der Keimbahn spezifisch für die 
DNA-Methylierung durch DNMT3A und DNMT3L ausgewählt werden, ist noch weitgehend 
unbekannt. Eine mit der ICR überlappende Transkription scheint jedoch entscheidend für 
die Spezifität der de novo DNA-Methylierung in Oozyten zu sein (Chotalia et al. 2009; 
Horsthemke 2010; Lewis et al. 2015). Da sich maternal methylierte ICRs in 
Promotorregionen befinden, ist eine Beteiligung der TI an der Etablierung der de novo 
DNA-Methylierung möglich. 
Denkbar ist, dass die mit der ICR überlappende Transkription Histonmodifikationen 
hervorruft, die eine Interaktion mit DNMT3A und DNMT3L fördern und so zur Methylierung 
der ICR führen. Andere transkribierte Regionen könnten hingegen vor DNA-Methylierung 




an unmethylierte CpG-Dinukleotide. Sie könnten sich daher auch in Oozyten an einen Teil 
der intragenischen CpG-Inseln anlagern und diese vor DNA-Methylierung schützen (Kelsey 
und Feil 2012; Lewis et al. 2015). 
Deutlich weniger ist über die Etablierung der differenziellen DNA-Methylierung in der 
väterlichen Keimbahn bekannt. In männlichen Gameten konnte in differenziell methylierten 
Regionen auch eine starke Transkriptionsaktivität nachgewiesen werden, die vorwiegend 
auf einem DNA-Strang erfolgte und sich zur gleichen Zeit wie die Etablierung der 
DNA-Methylierung ereignete. Die Transkription überlappte dabei ebenfalls mit der Sequenz 
der differenziell methylierten Region. In welcher Weise diese überlappende Transkription 
eine Rolle bei der Etablierung der de novo DNA-Methylierung in der väterlichen Keimbahn 
spielt, ist bisher jedoch nicht bekannt (Henckel et al. 2012; Barlow und Bartolomei 2014). 
 
1.4 TI durch konvergente Promotoranordnung 
1.4.1 Unterdrückung der paternalen UBE3A-Transkription in Neuronen 
Wie bereits im vorangegangenen Kapitel erwähnt, ist die TI an der elternspezifischen 
monoallelischen Genexpression beteiligt. Ein konserviertes, geprägtes Gen, dessen 
Regulation durch überlappende Transkription erfolgt, ist Ube3a (Meng et al. 2012). Sowohl 
beim Menschen, als auch bei der Maus, wird Ube3a in Neuronen ausschließlich vom 
maternal ererbten Allel exprimiert, während die Expression in anderen Geweben biallelisch 
erfolgt (Albrecht et al. 1997; Rougeulle et al. 1997; Vu und Hoffman 1997; Chamberlain und 
Lalande 2010). Die monoallelische Ube3a-Expression konnte beispielsweise in zerebralen 
Purkinjezellen, in Neuronen des Hippocampus und in olfaktorischen Mitralzellen der Maus 
nachgewiesen werden (Albrecht et al. 1997; Meng et al. 2013). 
Das UBE3A-Gen (engl. ubiquitin protein ligase E3A) kodiert für das Protein E6-AP (engl. 
E6-associated protein), das zu den E3-Ubiquitin-Ligasen gehört und damit eine wichtige 
Rolle beim Proteinabbau spielt. E3-Ubiquitin-Ligasen katalysieren die Ligation von 
Ubiquitin an Lysinreste von Proteinen, die für den Abbau im Proteasom bestimmt sind. Es 
wurden drei verschiedene Isoformen des Proteins E6-AP identifiziert, die durch alternatives 
Spleißen des UBE3A-Transkripts entstehen (Scheffner et al. 1993; Yamamoto et al. 1997; 
Martinez-Noel et al. 2012). 
Das Gen UBE3A ist in der humanen Genregion 15q11q13 und der murinen 
Chromosomenregion 7C lokalisiert, die zwischen Mensch und Maus konserviert ist. Beide 
Genregionen weisen eine Gruppe von Genen auf, deren Expression durch eine ICR in cis 
reguliert wird. Mit Ausnahme von UBE3A, werden die geprägten Gene in dieser Region vom 





Abbildung 2: Ausschnitt aus der humanen Chromosomenregion 15q11q13 mit der in Neuronen 
vorherrschenden Genexpression. Die Transkriptionseinheit des paternal (pat) exprimierten 
SNURF-SNRPN-Gens umfasst mehrere alternative Exons, die stromaufwärts von Exon 1 lokalisiert sind 
(U-Exons). SNHG14 ist eine paternal exprimierte lncRNA, die mit dem UBE3A-Gen überlappt und aus 
deren Intronregionen die snoRNAs SNORD116 und SNORD115 prozessiert werden. Paternal exprimierte 
Gene sind in blau, das maternal (mat) exprimierte Gen UBE3A in rot und inaktive Gene in grau dargestellt. 
Die Pfeile geben die jeweilige Transkriptionsrichtung der aktiven Gene an. Auf dem maternalen Allel liegt 
die ICR methyliert (schwarzes Hexagon), auf dem paternalen Allel unmethyliert (weißes Hexagon) vor. 
Der UBE3A-Promotor ist hingegen sowohl maternal als auch paternal unmethyliert (leere Kreise). Die 
Orientierung der Gene zum Centromer (cen) und Telomer (tel) ist entsprechend angegeben. 
 
Die ICR umfasst Exon 1 des SNURF-SNRPN-Gens (engl. SNRPN upstream reading frame - 
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N) sowie eine stromaufwärts davon gelegene 
Region und liegt auf dem maternalen Chromosom methyliert vor. Beim Menschen ist diese 
ICR zweigeteilt und setzt sich aus dem AS- bzw. PWS-SRO (engl. Angelman syndrome / 
Prader-Willi syndrome smallest region of overlap) zusammen. Die Bezeichnung geht auf die 
Eingrenzung dieser beiden Bereiche durch überlappende Deletionen von Patienten mit 
Imprinting-Defekten zurück (Buiting et al. 1999; Ohta et al. 1999a; Ohta et al. 1999b; Buiting 
et al. 2003; Horsthemke und Wagstaff 2008). Im Bereich des AS-SRO befindet sich ein 
Oozyten-spezifischer Promotor, dessen Transkripte den PWS-SRO überqueren und so 
vermutlich zu dessen Inaktivierung durch DNA-Methylierung auf dem maternalen Allel 
führen. Der PWS-SRO ist daher nur auf dem paternalen Allel aktiv und kontrolliert dort die 
Genexpression (Dittrich et al. 1996; Lewis et al. 2015). 
Auch bei der Maus wurde ein Bereich identifiziert, der die Funktion des humanen AS-SRO 
einnimmt, dessen Sequenz jedoch nicht konserviert ist. Durch eine in diesem Bereich 
initiierte Transkription wird ebenfalls die Methylierung des PWS-IC (engl. Prader-Willi 
syndrome imprinting center) auf dem maternalen Allel gesteuert (Smith et al. 2011). 
Im Bereich der ICR ist das SNURF-SNRPN-Gen lokalisiert, welches mehrere alternative, 
stromaufwärts von Exon 1 liegende, Exons (U-Exons, engl. upstream exons) umfasst. 
Stromabwärts der ICR liegen zwei Gruppen von snoRNA-Genen (engl. small nucleolar RNA), 














small nucleolar RNA host gene 14) prozessiert werden und das UBE3A-Gen (Abbildung 2) 
(Runte et al. 2001; Wawrzik et al. 2009; Lewis et al. 2015). 
Die maternale Expression des SNURF-SNRPN-Gens, der lncRNA SNHG14 und damit auch der 
snoRNA-Gene SNORD116 und SNORD115 wird durch die Methylierung der ICR unterdrückt. 
Zudem erfolgt die Expression von SNORD115 ausschließlich in Neuronen, da in diesen Zellen 
ein deutlich längeres SNHG14-Transkript gebildet wird, woraus diese snoRNAs prozessiert 
werden. Die Transkription von SNHG14 wird stromaufwärts der ICR initiiert und überlappt 
in neuronalen Zellen mit dem gesamten UBE3A-Gen in konvergenter Richtung1. Mit dieser 
überlappenden Transkription korreliert die monoallelische Genexpression von UBE3A. Es 
wird vermutet, dass in nicht-neuronalen Zellen aufgrund eines Begrenzungselements 
zwischen SNORD116 und SNORD115 ein kürzeres SNHG14-Transkript gebildet und 
hierdurch die überlappende Transkription mit dem UBE3A-Gen und dessen Promotor 
verhindert wird (Runte et al. 2001; Runte et al. 2004; Martins-Taylor et al. 2014). 
Studien in der Maus zeigten, dass die monoallelische Ube3a-Expression in neuronalen Zellen 
durch überlappende Transkription der lncRNA Snhg14 mit dem Ube3a-Gen hervorgerufen 
wird (Chamberlain und Brannan 2001; Landers et al. 2004; Numata et al. 2011; Meng et al. 
2012). Durch Integration einer transkriptionellen Stoppkassette stromabwärts des 
Ube3a-Gens wurde die Transkription von Snhg14 verkürzt und so die konvergent 
überlappende Transkription von Snhg14 mit Ube3a unterbunden. Dies resultierte in der 
Aktivierung der paternalen Ube3a-Genexpression in neuronalen Zellen, wobei das 
Expressionsmuster des paternalen Ube3a-Gens sehr ähnlich zu dem des maternalen 
Ube3a-Gens war. Das durch paternale Ube3a-Expression gebildete E6-AP-Protein konnte 
beispielsweise im Neocortex, Hippocampus und Cerebellum transgener Mäuse 
nachgewiesen werden (Meng et al. 2012; Meng et al. 2013). 
Der Promotor des maternalen als auch des paternalen Ube3a-Gens liegt in neuronalen Zellen 
unmethyliert vor und weist die Histonmodifikation H3K4me3 auf, welche aktive 
Promotoren kennzeichnet (Xie et al. 2012; Meng et al. 2013). Daher wurde eine mögliche 
Aktivität des paternalen Ube3a-Promotors angenommen. Schließlich wurde nachgewiesen, 
dass das paternale Ube3a-Gen am 5´-Ende in ähnlicher Höhe wie das maternale Ube3a-Gen 
transkribiert wird. Die paternalen Ube3a-Transkripte werden jedoch in Intron 4 von Ube3a 
vorzeitig terminiert, weshalb daraus keine reifen mRNA-Transkripte prozessiert und somit 
keine Proteine synthetisiert werden können (Numata et al. 2011; Meng et al. 2013). 
                                                             
1 Die SNHG14-Transkripte, die mit dem UBE3A-Gen überlappen, sind auch unter dem Namen UBE3A-ATS 
(engl. UBE3A antisense transcript) bekannt. Gemäß den Empfehlungen des HGNC (engl. HUGO Gene 
Nomenclature Commitee) werden in der vorliegenden Arbeit sowohl die mit dem UBE3A-Gen 




Es ist denkbar, dass die konvergierenden RNA-Polymerase-Komplexe von Ube3a und 
Snhg14 in Intron 4 des paternalen Ube3a-Gens miteinander kollidieren und hierdurch eine 
Translokation der elongierenden RNA-Polymerasen von Ube3a hervorgerufen wird. Dies 
könnte den vorzeitigen Abbruch der Transkriptionselongation des paternalen 
Ube3a-Transkripts erklären. Es handelt sich dabei um eine Modellvorstellung der TI 
(Abbildung 3) (Meng et al. 2013). 
 
 
Abbildung 3: Modellvorstellung der kollidierenden RNA-Polymerase-Komplexe am paternalen 
Ube3a-Locus der Maus. Das Modell zeigt einen möglichen Regulationsmechanismus der monoallelischen 
Ube3a-Expression in neuronalen Zellen. Nach der Initiation der Transkription am paternalen Ube3a- (rot) 
und Snhg14-Promotor (blau) kollidieren die RNA-Polymerase-Komplexe während der Transkriptions-
elongation in Intron 4 des Ube3a-Gens. Dies führt zum vorzeitigen Abbruch des paternalen 
Ube3a-Transkripts. Die Pfeile geben die konvergente Transkriptionsrichtung von Ube3a und Snhg14 an. 
Abbildung angepasst nach Meng et al. 2013. 
 
Die Erforschung der Regulation der UBE3A-Expression trägt zum besseren Verständnis 
einer Imprinting-Erkrankung des Menschen bei, dem sogenannten Angelman-Syndrom. 
Diese Erkrankung wird durch einen Funktionsverlust des maternalen UBE3A-Gens 
verursacht. Da in Neuronen die Transkription des paternalen UBE3A-Gens unterdrückt wird, 
kann bei einem Funktionsverlust des maternalen UBE3A-Gens in diesen Zellen kein 
funktionales E6-AP-Protein gebildet werden (Kishino et al. 1997; Matsuura et al. 1997). 
Das daraus resultierende Angelman-Syndrom ist eine seltene neurogenetische Erkrankung, 
welche erstmals 1965 von dem britischen Arzt Dr. Harry Angelman beschrieben wurde. Sie 
tritt mit einer Häufigkeit von circa 1:12.000 bis 1:20.000 auf und ist durch schwere 
Intelligenzminderung, fehlende bzw. sehr eingeschränkte Sprachentwicklung, Ataxie, 
epileptische Anfälle und Schlafstörungen charakterisiert. Typische Verhaltensmerkmale 
sind zudem häufiges, unbegründetes Lachen und ein freundliches Wesen der Patienten 
(Williams et al. 2006; Buiting 2010; Dagli et al. 2012). 
Die häufigste Ursache des Angelman-Syndroms ist in circa 70 Prozent der Fälle eine große 
maternale de novo Deletion in der Chromosomenregion 15q11q13. Diese Deletion schließt 
neben UBE3A auch andere geprägte Gene in dieser Genregion ein (Knoll et al. 1989; Buiting 





maternalen UBE3A-Gens verursacht. Dadurch wurde UBE3A als das Angelman-Syndrom-Gen 
identifiziert (Kishino et al. 1997; Matsuura et al. 1997; Buiting 2010). In zwei bis vier 
Prozent der Fälle ist eine Störung der genomischen Prägung, ein sogenannter 
Imprinting-Defekt, in der Region 15q11q13 die Ursache für die Erkrankung. Dabei fehlt die 
Methylierung der ICR auf dem maternalen Chromosom (Buiting et al. 1998; Buiting 2010). 
Mit zwei bis fünf Prozent ist eine weitere seltene Ursache des Angelman-Syndroms eine 
paternale uniparentale Disomie 15q11q13, bei der die Patienten zwei paternale 
Chromosomenregionen ererbt haben (Malcolm et al. 1991; Buiting 2010). Während 
Patienten mit einer paternalen uniparentalen Disomie oder einem Imprinting-Defekt in der 
Regel einen schwächeren Phänotyp aufweisen, sind Patienten mit Deletionen meist stärker 
betroffen (Gentile et al. 2010; Tan et al. 2011; Margolis et al. 2015). 
 
1.4.2 Unterdrückung der HBA2-Transkription in Patienten mit α-Thalassämie 
Die Studie eines Patienten mit α-Thalassämie zeigte, dass eine überlappende Transkription 
auch zur monoallelischen Expression von Genen führen kann, die nicht der genomischen 
Prägung unterliegen und dass hierdurch genetische Erkrankungen hervorgerufen werden 
können (Tufarelli et al. 2003). 
Das im erwachsenen Menschen vorherrschende Hämoglobin A (HbA) ist ein Komplex aus 
vier Polypeptidketten, zwei vom α- und zwei vom β-Globintyp, und vier assoziierten 
Hämgruppen, die reversibel jeweils ein Sauerstoffmolekül binden können (Schechter 2008). 
Die Gene, welche für die α-Globinketten kodieren, sind in der Nähe des Telomers in der 
chromosomalen Region 16p13.3 lokalisiert und werden entwicklungsspezifisch in 
erythroiden Zellen exprimiert. Die Genregion beinhaltet die α-Globingene HBM und HBQ1, 
welche nur eine untergeordnete Rolle bei der α-Globin-Produktion spielen, das im Embryo 
exprimierte Gen HBZ, zwei Pseudogene namens HBAP1 und HBZP1 sowie die beiden 
α-Globingene HBA1 und HBA2 (Ribeiro und Sonati 2008). 
Die vererbbare Hämoglobin-Erkrankung α-Thalassämie wird durch den Funktionsverlust 
eines oder mehrerer α-Globin-Gene verursacht und führt zu einer quantitativen Reduktion 
der α-Globinketten (Higgs 1993; Ribeiro und Sonati 2008). Studien eines 
α-Thalassämie-Patienten zeigten, dass eine konvergent überlappende Transkription mit der 
CpG-Insel des HBA2-Gens (engl. hemoglobin subunit alpha 2) zur Unterdrückung der 
Genexpression von HBA2 und zur Methylierung der CpG-Insel führen kann. Der betroffene 
Patient weist ein strukturell intaktes HBA2-Gen auf, dessen Expression stabil unterdrückt 
wird. Die Promotorregion dieses Gens liegt in einer CpG-Insel, die weit in den offenen 




einem Allel stark methyliert wurde. Auf diesem Allel sind die α-Globin-Gene HBA1 und HBQ1 
deletiert, sodass sich das Gen LUC7L in direkter Nachbarschaft zum HBA2-Gen befindet. Die 
letzten drei Exons, inklusive des Terminationssignals von LUC7L, sind ebenfalls von der 
Deletion betroffen. Bei Menschen, die diese Deletion nicht aufweisen, liegt die 
Promotorregion von HBA2 auf beiden Allelen unmethyliert vor (Barbour et al. 2000; 
Tufarelli et al. 2003). 
Das LUC7L-Gen wird in vielen Geweben exprimiert. Dort führt die Deletion zu einem 
verlängerten LUC7L-Transkript, das in konvergenter Richtung das HBA2-Gen und dessen 
CpG-Insel überlappt (Abbildung 4) (Tufarelli et al. 2003). 
 
 
Abbildung 4: Übersicht über die Allel-spezifische Inaktivierung der HBA2-Transkription bei einem 
α-Thalassämie-Patienten beschrieben von Tufarelli et al. 2003. Vom Wildtyp-Allel wird das 
HBA2-Gen in erythroiden Zellen normal exprimiert (blau) und weist, wie alle Gene in dieser Region, eine 
unmethylierte CpG-reiche Promotorregion (leerer Kreis) auf. Auf dem mutierten Allel sind die Gene HBA1 
und HBQ1 sowie das 3´-Ende inklusive des Terminationssignals des Gens LUC7L deletiert, weshalb ein 
verlängertes LUC7L-Transkript gebildet wird, das mit der CpG-Insel des HBA2-Gens in konvergenter 
Richtung überlappt. Dies führt zur Inaktivierung der HBA2-Genexpression (grau) und zur Methylierung 
der CpG-reichen Promotorregion (ausgefüllter Kreis). Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung der 
Gene an, während die Orientierung der Genregion zum Telomer und Centromer mit tel und cen 
gekennzeichnet ist. 
 
Mithilfe eines transgenen Mausmodells, welches die von der Deletion betroffene Genregion 
des Patienten imitiert, konnte gezeigt werden, dass die unterdrückte Expression des 
HBA2-Gens in diesem Patienten durch die konvergent überlappende Transkription des 
verlängerten LUC7L-Transkripts hervorgerufen wird. Zudem konnte anhand von murinen 
transgenen embryonalen Stammzellen, welche in Embryoid-Körper (EB, engl. embryoid 
bodies) differenziert wurden, nachgewiesen werden, dass die CpG-Insel des HBA2-Gens erst 
im Laufe der Entwicklung methyliert wird. Während der HBA2-Promotor in den 
embryonalen Stammzellen, ebenso wie in der Keimbahn des Patienten, noch unmethyliert 
vorlag, wurde er während der Differenzierung in EBs spezifisch auf dem Allel mit der 
Deletion und der damit verbundenen überlappenden Transkription methyliert. Dass diese 












DNA-Methylierung nicht durch die Inaktivierung des Promotors hervorgerufen wurde, 
konnte zudem durch Deletion der TATA-Box des HBA2-Promotors ausgeschlossen werden. 
Diese Deletion resultierte in einer Inaktivierung der Transkription des HBA2-Gens, führte 
jedoch nicht zur Methylierung des HBA2-Promotors (Tufarelli et al. 2003). 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Sequenz des überlappenden Transkripts 
keinen Einfluss auf die Methylierung der CpG-Insel von HBA2 hat. Durch den Austausch des 
gesamten LUC7L-Fragments mit der Sequenz des humanen Ubiquitin-C-Promotors konnte 
der gleiche repressive Effekt auf den HBA2-Promotor beobachtet werden. Das Konstrukt 
produzierte ebenfalls RNA-Transkripte, die mit dem HBA2-Gen und dessen Promotor 
überlappten und zur Methylierung des HBA2-Promotors führten (Tufarelli et al. 2003). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die DNA-Methylierung des HBA2-Promotors in dem 
betroffenen Patienten durch die konvergent überlappende Transkription mit der CpG-Insel 
von HBA2 hervorgerufen wird. Auf welche Weise die überlappende Transkription diese 
de novo DNA-Methylierung genau hervorruft, ist jedoch noch nicht bekannt (Tufarelli et al. 
2003). 
 
1.5 TI durch Tandem-Promotoranordnung: Unterdrückung der 
MSH2-Transkription in Patienten mit Lynch-Syndrom 
Auch eine von Tandem-Promotoren ausgehende überlappende Transkription kann zur TI 
führen. Dies konnte bei Patienten mit dem sogenannten Lynch-Syndrom beobachtet werden. 
Diese Patienten besitzen ein vererbtes, erhöhtes Risiko an einem kolorektalen Karzinom, 
einem Endometriumkarzinom oder anderen Tumoren zu erkranken. Mutationen in der 
parentalen Keimbahn führen zum Funktionsverlust der DNA-Mismatch-Reparaturgene 
MSH2, MLH1, MSH6 oder PMS2. Die vom Lynch-Syndrom betroffenen Patienten sind 
heterozygot für diese Mutationen (Lynch und de la Chapelle 2003; Ligtenberg et al. 2013). 
Ein Teil der Patienten mit Lynch-Syndrom weist keine Mutationen der 
DNA-Mismatch-Reparaturgene, sondern eine Deletion im 16 Kilobasen stromaufwärts von 
MSH2 (engl. mutS homolog 2) lokalisierten Gen EPCAM auf. Bei diesen Patienten ist das 
3´-Ende des EPCAM-Gens inklusive des Terminationssignals deletiert, während das 
MSH2-Gen und dessen Promotorregion von der Deletion nicht betroffen sind (van der Klift 
et al. 2005; Kovacs et al. 2009; Ligtenberg et al. 2009; Ligtenberg et al. 2013). Das 
EPCAM-Gen kodiert für das epitheliale Zelladhäsionsmolekül EpCAM (engl. epithelial cell 
adhesion molecule), welches in epithelialem Gewebe, wie beispielsweise dem Darm, hoch 
exprimiert wird (Winter et al. 2003; Uhlen et al. 2015). Deletionen am 3´-Ende des 




nachgewiesen werden. Sie unterscheiden sich in Größe und Lage voneinander und machen 
circa zehn Prozent der MSH2-inaktivierenden Mutationen aus. Eine Analyse der 
Bruchpunkte dieser Deletionen zeigte, dass sie vorwiegend durch Rekombinations-
ereignisse zwischen zwei teilweise homologen Alu-Elementen entstanden sind (Ligtenberg 
et al. 2013). Alu-Elemente sind circa 280 Basenpaare lange, repetitive DNA-Sequenzen, die 
circa zehn Prozent des humanen Genoms ausmachen (Lander et al. 2001; Price et al. 2004). 
Da der betroffene Locus zahlreiche dieser Alu-Elemente aufweist, die sich über den 
gesamten Locus erstrecken, sind verschiedene Rekombinationsereignisse in der 
betreffenden Genregion möglich. Dies spiegelt sich in der großen Vielfalt an Deletionen 
wider, die in dieser Region in Patienten nachgewiesen wurden (Kuiper et al. 2011; 
Ligtenberg et al. 2013). 
Bei den betroffenen Lynch-Syndrom-Patienten führt die Deletion des Terminationssignals 
des EPCAM-Gens zu einem verlängerten Transkript, welches mit dem stromabwärts 
liegenden MSH2-Gen überlappt. Ein daraus resultierendes EPCAM-MSH2-Fusionstranskript 
konnte in Leukozyten aus Blut betroffener Patienten nachgewiesen werden. Zudem konnte 
gezeigt werden, dass die mit dem MSH2-Gen überlappende Transkription eine 
Allel-spezifische epigenetische Unterdrückung der MSH2-Expression verursacht (Abbildung 
5) (Ligtenberg et al. 2009; Ligtenberg et al. 2013). 
 
 
Abbildung 5: Übersicht über die Allel- und Zelltyp-spezifische Inaktivierung der 
MSH2-Genexpression in Patienten mit Lynch-Syndrom beschrieben von Ligtenberg et al. 2009. 
A Vom Wildtyp-Allel erfolgt die MSH2-Expression unabhängig von der Transkription des EPCAM-Gens. 
B Vom mutierten Allel wird das MSH2-Gen aufgrund der überlappenden Transkription in Geweben mit 
EPCAM-Expression nicht transkribiert und der MSH2-Promotor liegt hypermethyliert vor (ausgefüllter 
Kreis). C In Zellen, die das Gen EPCAM nicht exprimieren, wird das MSH2-Gen auch vom mutierten Allel 
normal exprimiert und die Promotorregion von MSH2 ist unmethyliert (leerer Kreis). Inaktive Gene sind 
in grau und aktiv transkribierte Gene in blau dargestellt, wobei die Pfeile die Transkriptionsrichtung 





















Durch die überlappende Transkription des EPCAM-Transkripts mit dem MSH2-Gen wird 
eine monoallelische Hypermethylierung der CpG-Insel von MSH2 verursacht. Diese 
Hypermethylierung tritt Zelltyp-spezifisch und ausschließlich auf dem von der Deletion 
betroffenen Allel auf. Nur Zellen, die das Gen EPCAM transkribieren, weisen die 
Allel-spezifische Hypermethylierung des MSH2-Promotors auf (Abbildung 5B) (Ligtenberg 
et al. 2009). 
 
1.6 Modelle der transkriptionellen Interferenz 
Verschiedene in vitro und in vivo Studien haben zum besseren Verständnis der TI 
beigetragen. Auf Grundlage der daraus gewonnenen Erkenntnisse wurden verschiedene 
Modelle zur Regulation der Genexpression durch TI entwickelt, bei denen die 
transkribierenden RNA-Polymerasen eines Gens die Initiation oder Elongation der 
Transkription eines benachbarten Gens stören. 
 
1.6.1 Promotor-Konkurrenz 
Mithilfe von DNaseI-Footprint-Analysen in Escherichia coli (E. coli) konnte gezeigt werden, 
dass bei überlappenden RNA-Polymerase-Bindestellen zweier Promotoren, die Initiation 
der Transkription nicht an beiden Promotoren gleichzeitig erfolgen kann. Auslöser für diese 
Interferenz ist nicht der Vorgang der Transkription, sondern vielmehr das Vorhandensein 
und die Besetzung des benachbarten, konkurrierenden Promotors (Abbildung 6) (Shearwin 
et al. 2005; Palmer et al. 2011). 
 
 
Abbildung 6: TI-Modell der Promotor-Konkurrenz. Überlappen die RNA-Polymerase-Bindestellen 
(dunkelblau und dunkelgrün) von zwei Promotoren, so kann aus sterischen Gründen die Initiation der 
Transkription nicht an beiden Promotoren gleichzeitig erfolgen. Weisen die RNA-Polymerasen dabei eine 
höhere Bindeaffinität zu einem der beiden Promotoren auf, so findet die Initiation der Transkription 
bevorzugt nur an diesem Promotor statt. Die Pfeilrichtung gibt die Transkriptionsrichtung der 
RNA-Polymerasen (hellblau und hellgrün) an. Neben der in diesem Beispiel dargestellten divergierenden 
Promotoranordnung, ist bei diesem Modell auch eine konvergente oder Tandem-Orientierung der 
Promotoren möglich. Eigene Darstellung nach Shearwin et al. 2005. 
 
Ein Beispiel für TI durch Promotor-Konkurrenz ist die Regulation des aroP-Gens in E. coli. 





Aminosäuren durch die Zellmembran ermöglicht. In Anwesenheit dieser Aminosäuren 
unterdrückt das regulatorische Protein TyrR zusammen mit Kofaktoren die Genexpression 
von aroP (Whipp und Pittard 1977; Pittard 1996). In Abwesenheit der aromatischen 
Aminosäuren und des TyrR-Proteins wird das Gen aroP hauptsächlich vom Promotor P1 
transkribiert, die Transkription ist jedoch auch von einem anderen, stromabwärts 
gelegenen Promotor P2 möglich. Zusätzlich dazu befindet sich ein dritter Promotor, P3, in 
der regulatorischen Region des aroP-Gens, welcher in divergierender Richtung mit dem 
Promotor P1 überlappt und somit nicht zur Transkription des aroP-Gens führt (Wang et al. 
1997; Wang et al. 1998). 
Eine in vitro Studie untersuchte die Bindung der RNA-Polymerasen an die überlappenden 
Promotoren P1 und P3 in An- und Abwesenheit des TyrR-Proteins. Dabei zeigte sich, dass 
die aroP-Regulationsregion lediglich von einem und nicht von mehreren RNA-Polymerase-
Molekülen gleichzeitig gebunden werden kann. Da die RNA-Polymerasen eine höhere 
Affinität zu Promotor P1 besitzen, wird das aroP-Gen in Abwesenheit des TyrR-Proteins von 
diesem Promotor transkribiert. In Anwesenheit des TyrR-Proteins und den entsprechenden 
Kofaktoren, fördert das TyrR-Protein die Bindung der RNA-Polymerasen an den in 
divergierender Richtung angeordneten Promotor P3. Somit binden die RNA-Polymerasen 
durch kooperative Interaktion mit dem TyrR-Protein bevorzugt an den P3-Promotor, 
wodurch die Bindung an den P1-Promotor aus sterischen Gründen verhindert wird. Auf 
diese Weise wird die Transkription des aroP-Gens vom Promotor P1 unterbunden (Wang et 
al. 1998). 
Bei Eukaryoten kann dieses Modell der Promotor-Konkurrenz (engl. promoter competition) 
auch angewendet werden, wenn sich zwei Promotoren den gleichen Enhancer teilen. Die an 
den Enhancer gebundenen Transkriptionsfaktoren können nicht gleichzeitig mit beiden 
Promotoren interagieren, wodurch die Transkriptionsaktivität von einem der beiden 
Promotoren beeinträchtigt wird. Durch eine Duplikation der Enhancer kann dieser 




Bei dem Modell der „Sitting-Duck“-Interferenz erfolgt die Initiation der Transkription am 
sensitiven Promotor sehr langsam. Durch die Ankunft eines Elongationskomplexes von 
einem benachbarten, starken Promotor, kann die Translokation des Initiationskomplexes 




konvergent als auch im Tandem zueinander angeordnet sein (Abbildung 7) (Shearwin et al. 
2005; Palmer et al. 2011). 
 
 
Abbildung 7: TI-Modell der „Sitting-Duck“-Interferenz. Erfolgt die Initiation der Transkription am 
sensitiven Promotor (dunkelgrün) mit geringer Geschwindigkeit, so kann der Initiationskomplex 
(hellgrün) durch eintreffende elongierende RNA-Polymerasen (hellblau) eines konvergenten, stärkeren 
Promotors transloziert werden. Dies hemmt die Transkriptionsaktivität am sensitiven Promotor. Neben 
der in diesem Beispiel dargestellten konvergenten Promotororientierung, ist bei diesem Modell auch eine 
Tandem-Orientierung der Promotoren möglich. Eigene Darstellung nach Shearwin et al. 2005. 
 
Dieses Modell der TI wurde mittels Studien des Coliphagen 186 entwickelt, welcher zu den 
Bakteriophagen gehört (Callen et al. 2004). Bei den Bakteriophagen unterscheidet man 
zwischen dem lysogenen und dem lytischen Vermehrungszyklus. Beim lysogenen Zyklus 
integriert sich die Bakteriophagen-DNA in die chromosomale DNA des Bakteriums und wird 
bei den nachfolgenden Zellteilungen des Bakteriums zusammen mit der chromosomalen 
DNA repliziert. Der lytische Zyklus führt hingegen zur Lyse des Bakteriums und zur 
Freisetzung des Bakteriophagen (Lwoff 1953; Engelberg-Kulka und Kumar 2015). An der 
Umstellung vom lysogenen zum lytischen Zyklus sind beim Coliphagen 186 die konvergent 
angeordneten Promotoren pR und pL beteiligt. Der lytische Promotor pR weist, im Vergleich 
zum lysogenen Promotor pL, eine zehnfach höhere Transkriptionsaktivität auf (Dodd und 
Egan 2002). Durch verschiedene Anordnungen der Promotoren pR und pL und den Einsatz 
eines Transkriptionsterminators zwischen pR und pL, konnte gezeigt werden, dass die 
Transkriptionsaktivität am Promotor pL durch elongierende RNA-Polymerasen reprimiert 
wird, die über diesen Promotor transkribieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass die 
Loslösung des offenen Promotor-Komplexes am sensitiven Promotor pL verglichen zum 
Promotor pR deutlich langsamer erfolgt. Dies führte zur Entwicklung des Modells der 
„Sitting-Duck“-Interferenz (Callen et al. 2004). 
In Prokaryoten kann die „Sitting-Duck“-Interferenz die Transkriptionsaktivität des 
sensitiven Promotors nur dann signifikant reprimieren, wenn die Frequenz der 
eintreffenden elongierenden RNA-Polymerasen höher ist als die Frequenz mit der die 
Transkriptionsinitiation am sensitiven Promotor erfolgt. Deutlich mehr Einfluss auf die 
Transkriptionsaktivität von Promotoren könnte die „Sitting-Duck“-Interferenz in 




Prä-Initiationskomplexe gebildet werden, die über mehrere Transkriptionsrunden bestehen 
bleiben. Diese könnten auch durch RNA-Polymerasen eines verhältnismäßig schwachen, 
stromaufwärts gelegenen Promotors transloziert werden und müssten somit bei jeder 
Runde der Transkription wiederum neu gebildet werden. Dies würde zu einer schwächeren 
Genexpression führen (Dieci und Sentenac 2003; Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 2011). 
 
1.6.3 Transkriptions-Blockade 
Theoretisch könnten offene Promotor-Komplexe, insbesondere bei konvergent 
angeordneten Promotoren, auch als Hindernis für eintreffende, elongierende 
RNA-Polymerasen eines anderen Promotors wirken. Manche dieser offenen 
Promotor-Komplexe, bei denen die Loslösung vom Promotor nur langsam erfolgt, könnten 
so fest an den Promotor gebunden sein, dass sie nicht wie bei der „Sitting-Duck“-Interferenz 
von der DNA transloziert werden, sondern ein Hindernis für die eintreffende, elongierende 
RNA-Polymerase darstellen. Dies könnte zur Translokation der elongierenden 
RNA-Polymerase anstelle des Initiationskomplexes führen (Abbildung 8) (Shearwin et al. 
2005; Sneppen et al. 2005). 
 
 
Abbildung 8: TI-Modell der Transkriptions-Blockade. Bei diesem Modell stellt ein offener 
Promotor-Komplex (hellblau) ein Hindernis für die eintreffende, elongierende RNA-Polymerase (hellgrün) 
dar. Der offene Promotor-Komplex ist dabei so stark an seinen Promotor gebunden, dass es zur 
Translokation des Elongationskomplexes anstelle des Initiationskomplexes kommt. Eigene Darstellung 
nach Shearwin et al. 2005. 
 
Das TI-Modell der Transkriptions-Blockade (engl. roadblock) wurde bisher nicht durch 
experimentelle Studien bestätigt. Konvergent transkribierende RNA-Polymerasen könnten 
jedoch durch solch einen Mechanismus reguliert werden (Shearwin et al. 2005; Sneppen et 
al. 2005). Bei RNA-Polymerasen, die in die gleiche Richtung transkribieren, kommt es 
vermutlich eher zu einer Kooperation zwischen dem Promotor-gebundenen Komplex und 
dem eintreffenden Elongationskomplex. In vitro und in vivo Experimente in E. coli zeigen 
nämlich, dass RNA-Polymerasen, die in die gleiche Richtung transkribieren, gemeinsam 
DNA-gebundene Hindernisse überwinden können. Es kommt dabei zu einer 




RNA-Polymerasen. Hierfür muss die Transkription der betroffenen RNA-Polymerasen 
jedoch an einem starken Promotor initiiert werden (Epshtein et al. 2003; Hao et al. 2014). 
Auch Studien in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) zeigen, dass 
RNA-Polymerasen, die in die gleiche Richtung transkribieren, miteinander kooperieren und 
sich bei der Bewältigung von Hindernissen unterstützen können. Wenn eine 
RNA-Polymerase beispielsweise an einer Pausierungsstelle blockiert ist, können 
nachfolgende RNA-Polymerasen der blockierten RNA-Polymerase bei der Fortsetzung der 
Transkription helfen (Saeki und Svejstrup 2009). 
 
1.6.4 Promotor-Okklusion 
Bei dem Modell der Promotor-Okklusion (engl. occlusion) werden RNA-Polymerasen bzw. 
Transkriptionsfaktoren aus sterischen Gründen an der Promotorbindung gehindert. Dabei 
verdecken die von einem anderen Promotor eintreffenden Elongationskomplexe die 




Abbildung 9: TI-Modell der Promotor-Okklusion. RNA-Polymerasen (hellblau), die den sensitiven 
Promotor (dunkelgrün) passieren, verdecken die Bindestellen des sensitiven Promotors. Die Bindung an 
den sensitiven Promotor durch RNA-Polymerasen (hellgrün) und Transkriptionsfaktoren wird daher aus 
sterischen Gründen behindert. Neben der in diesem Beispiel dargestellten konvergenten 
Promotoranordnung, ist bei diesem Modell auch eine Tandem-Orientierung der Promotoren möglich. 
Eigene Darstellung nach Shearwin et al. 2005. 
 
Das Modell der Promotor-Okklusion wurde von Adhya und Gottesman vorgeschlagen, die 
Studien am Galactose-Operon von E. coli durchführten. Sie wiesen eine 30-fache Reduktion 
der Aktivität des gal-Promotors nach, wenn der stromaufwärts lokalisierte starke 
Prophagen-Promotor pL aktiv war (Adhya und Gottesman 1982).  
Mathematischen Berechnungen zufolge kann diese starke Interferenz jedoch nicht 
ausschließlich durch den Mechanismus der Promotor-Okklusion erklärt werden. In den 
meisten Organismen findet die Elongation der Transkription mit einer hohen 
durchschnittlichen Geschwindigkeit statt, sodass die Bindestellen eines Promotors nur kurz 
verdeckt werden. Der Effekt der Promotor-Okklusion sollte daher, selbst bei sehr starken 





Einzelmolekül-Studien in vitro und in vivo zeigen jedoch, dass die Elongation der 
RNA-Polymerasen in E. coli und auch im Menschen häufig von Pausen unterbrochen wird, 
die sogar Minuten dauern können (Darzacq et al. 2007; Palmer et al. 2011). Eine 
RNA-Polymerase, welche über einem Promotor oder einer Transkriptionsfaktor-Bindestelle 
pausiert, kann daher eine starke Interferenz hervorrufen, auch wenn die durchschnittliche 
Geschwindigkeit der Transkriptionselongation hoch ist (Sneppen et al. 2005; Palmer et al. 
2009; Palmer et al. 2011). 
 
1.6.5 RNA-Polymerase-Kollision 
Die konvergente Anordnung von Promotoren, kann zu einem Zusammenstoß elongierender 
RNA-Polymerasen und zur vorzeitigen Termination der Transkription von einem oder 




Abbildung 10: TI-Modell der RNA-Polymerase-Kollision. Eine konvergente Promotoranordnung kann 
zum Zusammenstoß der elongierenden RNA-Polymerasen führen und die vorzeitige Termination der 
Transkription von einem oder beiden beteiligten Komplexen zur Folge haben. Die Pfeile geben die 
Transkriptionsrichtung der konvergierenden RNA-Polymerasen (hellblau und hellgrün) an. Eigene 
Darstellung nach Shearwin et al. 2005. 
 
Diese Erkenntnisse wurden durch Experimente mit der Hefe S. cerevisiae gewonnen. Die für 
die Galaktose-Fermentation benötigten Gene GAL7 und GAL10 sind im Genom von 
S. cerevisiae im Tandem angeordnet. Für eine Studie, die die Auswirkung einer konvergenten 
Anordnung dieser Gene auf die Transkriptionsaktivität der RNA-Polymerase II untersuchte, 
wurden die Gene GAL7 und GAL10 in geänderter Orientierung in das Genom der Hefe 
integriert. Das GAL7-Gen wurde konvergent zu GAL10 angeordnet und die zwischen beiden 
Genen vorkommende intergenische Region inklusive der Terminationssignale entfernt. Die 
daraus resultierende überlappende Transkription führte zu einer vorzeitigen Termination 
des Elongationsvorgangs beider Gene. Aus diesen Erkenntnissen wurde das Modell der 
RNA-Polymerase-Kollision (engl. collision) entwickelt (Prescott und Proudfoot 2002). 
Weitere Studien trugen zum besseren Verständnis des zu Grunde liegenden Mechanismus 
bei. Mithilfe der Raster-Kraft-Mikroskopie (AFM, engl. atomic force microscopy) wurden die 




RNA-Polymerase von E. coli in vitro untersucht. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass in 
E. coli ein bedeutender Anteil der konvergierenden RNA-Polymerasen nach der Kollision auf 
der DNA-Matrize verbleibt. Diese RNA-Polymerasen wurden in blockiertem Zustand nahe 
beieinander detektiert. Auch Rückwärtsbewegungen der RNA-Polymerasen, das sogenannte 
Backtracking, konnte als Folge konvergent transkribierender RNA-Polymerasen beobachtet 
werden. Ob zusätzlich dazu auch RNA-Polymerasen durch die Kollision von ihrer 
DNA-Matrize gestoßen oder von ihr aktiv entfernt werden, konnte mit dieser Studie nicht 
geklärt werden (Crampton et al. 2006). 
Eine weitere Studie untersuchte ebenfalls die Auswirkungen einer konvergenten Kollision 
der RNA-Polymerasen in S. cerevisiae. Für die Experimente wurde eine ähnliche Anordnung 
der Gene GAL7 und GAL10 wie bei der bereits beschriebenen Studie genutzt. Der Einsatz 
induzierbarer Promotoren und ein abweichender Versuchsaufbau, erlaubten jedoch explizit 
die Untersuchung der RNA-Polymerase-Kollision ohne die Detektion anderer Effekte wie 
beispielsweise der Promotor-Okklusion. Die Studie bestätigte in vitro, dass zwei konvergent 
transkribierende RNA-Polymerase-Moleküle auch in Eukaryoten einander nicht passieren 
können, sondern miteinander kollidieren und an die DNA-Matrize gebunden bleiben. Somit 
stellen sie eine Transkriptions-Blockade für nachfolgende RNA-Polymerasen dar. Diese 
blockierten RNA-Polymerase-Moleküle können durch Ubiquitinierung und Abbau im 
Proteasom von ihrer DNA-Matrize entfernt werden, was mit in vivo Experimenten gezeigt 
werden konnte. In Zellen, die keine effiziente Ubiquitinierung aufweisen, konnte eine 
erhöhte Anzahl an blockierten RNA-Polymerasen nachgewiesen werden, die zwischen 
konvergent angeordneten Genen lokalisiert waren. Es ist möglich, dass es in vivo noch 
weitere Mechanismen zur Entfernung von blockierten RNA-Polymerasen oder Faktoren 
gibt, die es manchen RNA-Polymerasen erlauben einander zu passieren (Hobson et al. 
2012). 
Möglich ist auch, dass ein Teil der RNA-Polymerasen durch den Aufprall der Kollision von 
ihrer DNA-Matrize gestoßen werden oder dissoziieren. Danach könnte eine der beteiligten 
RNA-Polymerasen durch eine Vorwärtstranslokation nachfolgender RNA-Polymerasen aus 
ihrem blockierten Zustand befreit werden und ihre Transkription fortsetzen (Shearwin et al. 
2005; Crampton et al. 2006). 
Die RNA-Polymerase-Kollision spielt insbesondere bei starken, konvergent angeordneten 
Promotoren eine große Rolle, die weiter voneinander entfernt lokalisiert sind und deren 
Transkripte über eine weite Strecke miteinander überlappen (Sneppen et al. 2005; Osato et 
al. 2007; Palmer et al. 2011). Auch die Unterdrückung der paternalen Ube3a-Transkription 




der RNA-Polymerasen, die Snhg14 und Ube3a transkribieren, zurückführen. Hierbei 
überlappt das Snhg14-Transkript über eine weite Strecke mit dem Ube3a-Gen (Numata et al. 
2011; Meng et al. 2013). Mathematische Modell zeigen zudem, dass der TI-Effekt bei der 
RNA-Polymerase-Kollision größer ist, wenn die konvergent angeordneten Gene in ähnlicher 
Stärke transkribiert werden (Bordoy und Chatterjee 2015). 
Bei Promotoren, die im Tandem angeordnet sind, spielt der Mechanismus der 
RNA-Polymerase-Kollision, wenn überhaupt, nur eine untergeordnete Rolle. Wie bereits 
erwähnt, kommt es bei einer Kollision von RNA-Polymerasen, die in die gleiche Richtung 









Durch überlappende Transkription kann die Unterdrückung eines Transkriptionsprozesses 
durch einen anderen in cis hervorgerufen werden, was als transkriptionelle Interferenz 
bezeichnet wird. 
In neuronalen Zellen des Menschen und der Maus überlappt die Transkription der lncRNA 
Snhg14 mit dem paternalen Ube3a-Gen und führt zu dessen Inaktivierung. Im Rahmen 
dieser Arbeit soll der Mechanismus aufgeklärt werden, der die monoallelische 
Genexpression von Ube3a in neuronalen Zellen der Maus reguliert. Durch Integration einer 
transkriptionellen Stoppkassette soll ein vorzeitiger Transkriptabbruch von Snhg14 erzielt 
und hierdurch eine Überlappung mit dem Ube3a-Promotor verhindert werden. Dazu soll die 
Stoppkassette über homologe Rekombination in Intron 1 des paternalen Ube3a-Gens von 
murinen embryonalen Stammzellen (mES-Zellen) inseriert werden. Anschließend sollen die 
transgenen mES-Zellen in neuronale Zellen differenziert und die Auswirkungen des 
vorzeitigen Transkriptabbruchs von Snhg14 auf die paternale Ube3a-Expression untersucht 
werden. 
Das Hauptziel dieser Arbeit besteht jedoch in der Etablierung eines Zellkulturmodells, 
welches die Untersuchung von überlappender Transkription und ihrer Auswirkung auf 
beliebige humane Promotoren erlaubt. Des Weiteren soll es Untersuchungen zur 
genomischen Prägung ermöglichen, da bei der Etablierung der DNA-Methylierung an 
einigen maternal methylierten Loci eine mit diesem Bereich überlappende Transkription 
stattfindet. Weil die Etablierung dieser Markierungen bereits in der Keimbahn erfolgt und 
humane Oozyten für die Untersuchung dieses Prozesses nur eingeschränkt zur Verfügung 
stehen, soll dieses Zellkulturmodell hierfür eine wertvolle Alternative bieten. Die für die 
Etablierung des Modells ausgewählten Promotoren der Gene UBE3A, HBA2 und MSH2 sollen 
auf ihre Aktivität hin überprüft und anschließend für die Klonierung der sogenannten 
Minigene genutzt werden. Die Minigene, bestehend aus dem jeweiligen Testpromotor und 
dem EGFP-Gen, sollen konvergent oder im Tandem zu einem zweiten, induzierbaren 
Promotor angeordnet werden. Dieser mit Doxycyclin induzierbare CMV-Promotor soll die 
Expression eines zweiten Transkripts, Exon 2 und 3 des β-Globin-Gens des Kaninchens, 
regulieren. Nach der stabilen Integration dieses Konstruktes in die humane Zelllinie 
Flp-In™ T-REx™ 293, soll durch Zugabe von Doxycyclin eine Induktion des CMV-Promotors 
erfolgen. Die Auswirkungen der daraus resultierenden überlappenden Transkription auf die 
EGFP- und Exon_2/3-Transkription sollen untersucht und mögliche Änderungen des 
Methylierungszustandes der Testpromotoren ermittelt werden.  
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Für die vorliegende Arbeit wurden Chemikalien und Reagenzien der folgenden Firmen 
verwendet: AppliChem (Darmstadt), BD (Heidelberg), Bio-Rad Laboratories (München), 
Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf), Carl Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), VWR 
International (Langenfeld), Sigma-Aldrich (Hamburg) und Thermo Fisher Scientific 
(Braunschweig). 
 
2.1.2 Puffer, Medien und Lösungen 
Die verwendeten Puffer, Medien und Lösungen wurden, falls nicht anders beschrieben und 
mit Ausnahme der Medien für die Kultivierung von murinen und humanen Zellen, mit 
deionisiertem Wasser angesetzt. 
 
2.1.2.1 Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese 
1 x TAE-Puffer 40 mM Tris 
40 mM Essigsäure 
1 mM EDTA pH 8,0 
 
2.1.2.2 Medien für die Kultivierung von Bakterien 
Alle Medien für die Kultivierung von Bakterien wurden direkt nach dem Ansetzen 
autoklaviert. 
 
Luria-Bertani(LB)-Flüssigmedium 10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
10 g/l Natriumchlorid 
 
Luria-Bertani(LB)-Agar 10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
10 g/l Natriumchlorid 
12 g/l Agar 
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Selektionsmedium 100 µg/ml Ampicillin bzw. 
30 µg/ml Kanamycin bzw. 
20 µg/ml Chloramphenicol 
in LB-Flüssigmedium/-Agar 
Das jeweilige Antibiotikum wurde dem 
autoklavierten, auf Raumtemperatur abgekühlten, 
LB-Flüssigmedium bzw. LB-Agar hinzugefügt. 
 
2.1.2.3 Medien und Reagenzien für die Kultivierung von murinen und humanen 
Zellen 
Die für die vorliegende Arbeit verwendeten Medien und Reagenzien zur Kultivierung 
muriner und humaner Zellen sind nachfolgend aufgeführt. Im Anschluss daran ist die 
Zusammensetzung der daraus hergestellten Medien angegeben. 
 
Fetal Bovine Serum Gold PAA Laboratories (Cölbe), #A15-151 
Das fötale bovine Serum (FBS) wurde für die 
Kultivierung der murinen embryonalen Stammzellen 
(mES-Zellen) von Dr. L. Steenpaß (Institut für 
Humangenetik, Universitätsklinikum Essen) 
ausgetestet. 
 
Fetal Bovine Serum, qualified, Thermo Fisher Scientific, #10270-106 
E.U.-approved, South America origin FBS für die Kultivierung der murinen embryonalen 
Fibroblasten (MEFs) und der Flp-In™-T-REx™-293-
Zellen unter Standardbedingungen. 
 
Fetal Bovine Serum, certified, Thermo Fisher Scientific, #16000-044 
US origin Dieses FBS wurde ausschließlich für Experimente 
mit den Flp-In™-T-REx™-293-Zellen eingesetzt. 
Die verwendete Charge wurde laut 
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LIF (engl. leukemia inhibitory factor) LIF inhibiert die spontane Differenzierung von 
mES-Zellen und wurde für die Kultivierung der 
mES-Zellen von Dr. L. Steenpaß (Institut für 
Humangenetik, Universitätsklinikum Essen) 
aufgereinigt und ausgetestet. 
 
DMEM, high glucose, HEPES Thermo Fisher Scientific, #42430-082 
Neurobasal® Medium Thermo Fisher Scientific, #21103-049 
DMEM/F-12, GlutaMAX™ Supplement Thermo Fisher Scientific, #31331-028 
DMEM, high glucose, pyruvate Thermo Fisher Scientific, #41966-052 
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium Thermo Fisher Scientific, #31985-062 
N-2 Supplement (100X) Thermo Fisher Scientific, #17502-048 
B-27® Supplement (50X), serum free Thermo Fisher Scientific, #17504-044 
Murine Epidermal Growth Factor rec. PAN-Biotech (Aidenbach), #CB-1214121 
L-Glutamin (200 mM) Thermo Fisher Scientific, #25030-024 
2-Mercaptoethanol (50 mM) Thermo Fisher Scientific, #31350-010 
Penicillin-Streptomycin (10.000U/ml) Thermo Fisher Scientific, #15140-122 
Blasticidin S InvivoGen (Toulouse, Frankreich), #ant-bl-1 
Zeocin™ InvivoGen, #ant-zn-1 
Hygromycin B Gold InvivoGen, #ant-hg-1 
Doxycyclin Sigma-Aldrich, #D9891-1G 
DMSO Sigma-Aldrich, #D2650 
DPBS, no calcium, no magnesium Thermo Fisher Scientific, #14190-169 
Trypsin-EDTA (0.5%), no phenol red Thermo Fisher Scientific, #15400-054 
 
Standardmedium für die Kultivierung von mES-Zellen 
15 % (v/v) Fetal Bovine Serum Gold 
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (100 x konz.) 
2 mM L-Glutamin 
0,1 mM 2-Mercaptoethanol 
0,02 % (v/v) LIF 
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N2B27-Medium für die neuronale Differenzierung von mES-Zellen 
50 % (v/v) Neurobasal® Medium 
50 % (v/v) DMEM/F-12, GlutaMAX™ Supplement 
0,5 % (v/v) N-2 Supplement (100X) 
1 % (v/v) B-27® Supplement (50X), serum free 
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (100 x konz.) 
2 mM L-Glutamin 
0,1 mM 2-Mercaptoethanol 
 
Einfriermedium für die mES-Zellen 90 % (v/v) Fetal Bovine Serum Gold 
 10 % DMSO 
 
Standardmedium für die Kultivierung von MEFs 
10 % (v/v) Fetal Bovine Serum, South America origin 
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (100 x konz.) 
in DMEM, high glucose, pyruvate 
 
Standardmedium für die Kultivierung der Wildtyp-Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
10 % (v/v) Fetal Bovine Serum, South America origin 
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (100 x konz.) 
50 µg/ml Zeocin™ 
15 µg/ml Blasticidin S 
in DMEM, high glucose, pyruvate 
 
Selektionsmedium für die Kultivierung transgener Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
10 % (v/v) Fetal Bovine Serum, South America origin 
bzw. Fetal Bovine Serum, US origin 
1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (100 x konz.) 
100 µg/ml Hygromycin B Gold 
15 µg/ml Blasticidin S 
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Induktionsmedium für die Kultivierung transgener Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
1 μg/ml Doxycyclin 
in Selektionsmedium für transgene Flp-In™-T-REx™-
293-Zellen 
 
Einfriermedium für die MEFs und Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
90 % (v/v) Fetal Bovine Serum, South America origin 
10 % (v/v) DMSO 
 
2.1.2.4 Lösungen für den lacZ-Test 
Fixierlösung 1 % (v/v) Formaldehyd 
0,2 % (v/v) Glutaraldehyd 
in DPBS 
 
Färbelösung 5 mM Kaliumhexacyanoferrat(III) K3[Fe(CN)6] 
5 mM Kaliumhexacyanoferrat(II) K4[Fe(CN6)] 
2 mM Magnesiumchlorid 




2.1.3.1 DH5α kompetente E. coli 
Der Stamm DH5α des gramnegativen Bakteriums E. coli wurde von der Firma Thermo 
Fisher Scientific (#18265-017) chemisch kompetent erworben. Er wurde für konventionelle 
Klonierungen eingesetzt und besitzt folgenden Genotyp: 
F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 
gyrA96 relA1 λ-. 
 
2.1.3.2 SURE 2 superkompetente E. coli 
Die SURE 2 superkompetenten E. coli der Firma Agilent Technologies (Waldbronn; 
#200152) besitzen eine besonders hohe Transformationseffizienz und erleichtern die 
Klonierung von DNA-Sequenzen, welche Sekundärstrukturen oder invertierte 
Wiederholungssequenzen beinhalten. Diese Sequenzen können von E. coli rekombiniert 
oder deletiert werden. Die SURE 2 superkompetenten E. coli sind defizient für die dafür 
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verantwortlichen Gene und wurden daher für die Klonierung entsprechender 
DNA-Sequenzen eingesetzt. Der Bakterienstamm besitzt folgenden Genotyp: 
e14-(McrA-) Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 gyrA96 thi-1 supE44 relA1 lac recB recJ 
sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]. 
 
2.1.3.3 Dam-/Dcm- kompetente E. coli 
Dam-/Dcm- chemisch kompetente E. coli der Firma New England Biolabs (Frankfurt am 
Main; #C2925 H) wurden eingesetzt, wenn Plasmide ohne Dam- bzw. Dcm-Methylierung 
benötigt wurden. Die Dam- und Dcm-Methyltransferase methyliert die Erkennungssequenz 
mancher Restriktionsendonukleasen und behindert dadurch deren Enzymaktivität. Um dies 
zu verhindern wurden die entsprechenden Klonierungen mit dem Dam-/Dcm--
Bakterienstamm durchgeführt, welcher folgenden Genotyp aufweist: 
ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 
R(zgb210::Tn10) TetS endA1 rspL136 (StrR) dam13::Tn9 (CamR) xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 
hsdR2. 
 
2.1.3.4 Murine embryonale Stammzellen 
Die mES-Zellen E141C04 wurden vom German Gene Trap Consortium (Helmholtz Zentrum 
München, Deutsches Forschungszentrum für Gesundheit und Umwelt, Neuherberg) unter 
Verwendung der mES-Zelllinie E14.Tg2A.4 (Mausstamm-Hintergrund 129/Ola) hergestellt. 
Sie besitzen ein promotorloses lacZ-Neomycin-Resistenz-Reportergen, welches am 5´-Ende 
von einem Splice-Akzeptor und am 3´-Ende von einem Transkriptionsterminationssignal 
flankiert wird. Die lacZ-Neomycin-Resistenz-Kassette integrierte in Intron 4 des Ube3a-Gens 
eines Allels und wird daher durch den endogenen Ube3a-Promotor transkribiert. Das 
entstehende Fusionstranskript endet aufgrund des inserierten Transkriptionsterminations-
signals vorzeitig nach der lacZ-Neomycin-Resistenz-Kassette. Durch den Splice-Akzeptor am 
5´-Ende wird die Sequenz des lacZ-Neomycin-Resistenz-Fusionsgens an Exon 4 des 
Ube3a-Gens gespleißt und führt damit zu einem Fusionstranskript aus Exon 1 bis 4 des 
Ube3a-Gens, der lacZ-Sequenz und der Neomycin-Resistenzsequenz. Die Expression des 
lacZ-Gens, welches für das Enzym β-Galactosidase kodiert, kann mittels lacZ-Tests 
nachgewiesen werden. 
 
2.1.3.5 Murine embryonale Fibroblasten 
Mitotisch inaktivierte MEFs werden für die Kultivierung von mES-Zellen eingesetzt, um 
deren Ausdifferenzierung zu verhindern. Hierfür wurden MEFs aus Neomycin- und 
Material und Methoden 
40 
 
Hygromycin-resistenten Mäusen (Mausstamm C57BL/6J-TgN(pPWL5I2hyg)IEms (Johnson 
et al. 1995) sowie B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1Sor/J (Soriano 1999)) verwendet, welche 
von Dr. L. Steenpaß (Institut für Humangenetik, Universitätsklinikum Essen) durch 
ionisierende Strahlung mit einer Energiedosis von 40 Gray wachstumsinhibiert wurden. 
 
2.1.3.6 Flp-In™ T-REx™ 293 
Das Flp-In™-T-REx™-293-System (Thermo Fisher Scientific) ermöglicht die einfache 
Herstellung stabiler Expressionszelllinien. Die humane, adhärent wachsende Zelllinie besitzt 
ein lacZ-Zeocin-Resistenz-Fusionsgen und eine FRT-Rekombinationsstelle, welche sich 
hinter dem Startcodon des lacZ-Zeocin-Resistenz-Fusionsgens befindet. An einem davon 
unabhängigen Genort weist die Zelllinie zudem ein Tet-Repressorgen, gefolgt von einem 
Blasticidin-Resistenzgen, auf. Die Ausgangszelllinie ist daher resistent gegen Zeocin sowie 
Blasticidin und besitzt ein aktives lacZ-Gen, welches das Enzym β-Galactosidase kodiert. Die 
Aktivität dieses Enzyms kann mithilfe eines lacZ-Tests nachgewiesen werden. 
Die Herstellung stabiler Expressionszelllinien erfolgt durch Kotransfektion mit dem 
pcDNA5/FRT/TO-Expressionsplasmid, welches die gewünschte Zielsequenz und ebenfalls 
eine FRT-Rekombinationsstelle enthält, sowie mit dem pCSFLPe-Plasmid, welches das 
Flp-Rekombinase-Enzym kodiert. Nach der erfolgreichen Transfektion vermittelt die 
Flp-Rekombinase die Rekombination zwischen der FRT-Stelle im Expressionsplasmid und 
jener im Genom der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293. Dies führt zur Integration der Zielsequenz 
ins Genom der Zellen an der FRT-Rekombinationsstelle. Durch dieses 
Rekombinationsereignis verliert das lacZ-Zeocin-Resistenz-Fusionsgen sein Startcodon, 
weshalb das Gen nicht mehr exprimiert werden kann. Die erfolgreich transfizierten Zellen 
sind daher nicht mehr resistent gegen Zeocin und besitzen keine β-Galactosidaseaktivität 
mehr. Durch eine auf dem Expressionsplasmid kodierte Hygromycin-Resistenz sind die 
stabilen Expressionszelllinien nun jedoch resistent gegen Hygromycin. 
Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. G. Ryffel (Institut für Zellbiologie, 
Universitätsklinikum Essen) zur Verfügung gestellt. 
 
2.1.4 DNA-Größenstandards 
Für die Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Größenstandards GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder, MassRuler DNA Ladder Mix und MassRuler Low Range DNA Ladder der Firma Thermo 
Fisher Scientific eingesetzt. 
 




Die für die vorliegende Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen 
Biomers (Ulm) und Metabion (Planegg) synthetisiert und sind in Kapitel 8.1 des Anhangs 
aufgeführt. Sie wurden in deionisiertem Wasser der Firma Merck von 100 µM auf eine 
Konzentration von 10 µM verdünnt. Sonden für qRT-PCR-Analysen wurden von Roche 
Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
Mithilfe des Universal ProbeLibrary Assay Design Center von Roche Diagnostics wurden die 
für die qRT-PCR-Analyse verwendeten Primer und Sonden auf folgender Webseite generiert: 
https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/servlet/CategoryDisplay?tab=Assay+De
sign+Center&identifier=Universal+Probe+Library&langId=-1. 
Primer für Methylierungsanalysen wurden, falls möglich, unter zu Hilfenahme von 




pCR™2.1 Vektor für die Klonierung PCR-vervielfältigter DNA-Fragmente 
mit 3´-Überhang. 
Bestandteil des TA Cloning® Kit (Thermo Fisher Scientific) 
 
pCR™-Blunt II-TOPO® Vektor für die Klonierung PCR-vervielfältigter DNA-Fragmente 
ohne 3´-Überhang. 
Bestandteil des Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Thermo 
Fisher Scientific) 
   
pBluescript II KS(+) Vektor mit multipler Klonierungsstelle für die Insertion 
Restriktionsendonuklease-gespaltener DNA-Fragmente. 
(Agilent Technologies; GenBank: X52327.1) 
 
pACYC184_D4 Vektor mit geringer Replikationsrate und multipler 
Klonierungsstelle für die Insertion Restriktionsendonuklease-
gespaltener DNA-Fragmente. 
Das Plasmid wurde durch Insertion der multiplen 
Klonierungsstelle des pBluescript-Klonierungsvektors und der 
Promotoren T3 und T7 in pACYC184 (New England Biolabs; 
Genbank: X06403) erzeugt und freundlicherweise von Dr. R. 
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Waldschütz (Zentrales Tierlaboratorium, Universitätsklinikum 
Essen) zur Verfügung gestellt. 
 
bMQ253k03 Bakterielles artifizielles Chromosom (BAC, engl. bacterial artificial 
chromosome), welches mit DNA von AB2.2-mES-Zellen 
(Mausstamm 129S7/SvEvBrd-Hprtb-m2) erzeugt wurde (Adams et 
al. 2005). 
Der 129S7/AB2.2-BAC-Klon enthält unter anderem Intron 1 des 
murinen Ube3a-Gens im Vektor pBACe3.6 und wurde von der 
Firma Source BioScience (Berlin) bezogen. 
 
pGL4.10[luc2] Plasmid, welches das promotorlose Luciferase-Gen von Photinus 




pGL4.74 [hRluc/TK] Plasmid, welches das Luciferase-Gen von Renilla reniformis unter 
der Kontrolle des HSV-TK-Promotors enthält und als 





 Plasmid, welches das Luciferase-Gen von Photinus pyralis unter 
der Kontrolle des TRPS1-Promotors enthält und als 
Positivkontrolle für die Luciferaseaktivitätsmessung eingesetzt 
wurde. Das Plasmid wurde von Dr. S. Gkalympoudis während 
ihrer Promotion am Institut für Humangenetik 
(Universitätsklinikum Essen) kloniert. 
 
pGL4.10-HSV-TK Plasmid, welches das Luciferase-Gen von Photinus pyralis unter 
der Kontrolle des HSV-TK-Promotors enthält und als 
Positivkontrolle für die Luciferaseaktivitätsmessung eingesetzt 
wurde. Das Plasmid wurde von Dr. S. Gkalympoudis während 
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ihrer Promotion am Institut für Humangenetik 
(Universitätsklinikum Essen) kloniert. 
 
pBS_tkneo511_BGfrt Plasmid, welches das Thymidinkinasegen des Herpes-simplex-
Virus, ein Neomycin-Resistenzgen und das partielle Exon 2 sowie 
das vollständige Intron 2 und Exon 3 des β-Globingens des 
Kaninchens beinhaltet (Sleutels et al. 2002). 
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. D. Barlow (CeMM, 
Forschungszentrum für Molekulare Medizin GmbH, 
Österreichische Akademie der Wissenschaften, Wien, Österreich) 
zur Verfügung gestellt. 
 
pEGFP_N3 Plasmid, welches das Reportergen EGFP unter der Kontrolle des 
CMV-Promotors beinhaltet. 
(Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich; Genbank: U57609) 
 
pZErO-HBA4kbXhoI Plasmid, welches das humane HBA2-Gen und seinen Promotor 
enthält (Tufarelli et al. 2003). 
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. C. Tufarelli (School 
of Medicine, Royal Derby Hospital, Derby, UK) zur Verfügung 
gestellt. 
 
pcDNA5/FRT/TO© Vektor mit einem CMV-Promotor, einem Hygromycin-
Resistenzgen und einer FRT-Rekombinationsstelle für die 
Integration von Zielgenen in die humane Zelllinie 
Flp-In™ T-REx™ 293. 
(Thermo Fisher Scientific) 
 
pCSFLPe Plasmid mit dem Flp-Rekombinase-Gen für die Integration von 
Zielgenen in die humane Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 (Werdien et 
al. 2001). 
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Dr. G. Ryffel 
(Institut für Zellbiologie, Universitätsklinikum Essen) zur 
Verfügung gestellt. 
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FRT-GFP2 pcDNA5/FRT/TO-Vektor mit integriertem GFP-Reportergen, 
welcher als Positivkontrolle für die stabile Transfektion 
verwendet wurde (Lucas et al. 2005). 
Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Dr. G. Ryffel 
(Institut für Zellbiologie, Universitätsklinikum Essen) zur 
Verfügung gestellt. 
 
2.2 Kulturtechniken und zellbiologische Methoden 
2.2.1 Auftauen kryokonservierter Zellen 
Kryokonservierte murine und humane Zellen wurden kurzfristig bei -80 °C sowie langfristig 
in flüssigem Stickstoff bei -195 °C gelagert. Für die erneute Kultivierung nach der 
Kryokonservierung wurden die Zellen zunächst zügig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und 
anschließend zu 9 ml vorgewärmtem Medium gegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt 
von 4 min bei 200 x g, wurde der Überstand verworfen und die sedimentierten Zellen in 
1 ml Medium resuspendiert. Abhängig von der Zellzahl wurden die Flp-In™-T-REx™-293-
Zellen anschließend zu 4 ml Medium in eine 25cm2-Zellkulturflasche bzw. 11 ml Medium in 
eine 75cm2-Zellkulturflasche gegeben. MEFs wurden in 10 ml Medium aufgenommen und 
auf eine mit 0,1 % Gelatine beschichtete 10cm-Zellkulturschale überführt. Die Kultivierung 
der mES-Zellen erfolgte nach dem Auftauen auf 10cm-Zellkulturschalen, welche mit 
mitotisch inaktivierten MEFs und 9 ml Medium vorbereitet wurden. 
 
2.2.2 Kultivierung der murinen embryonalen Stammzellen 
Die Kultivierung der mES-Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Um 
eine Ausdifferenzierung der undifferenzierten mES-Zellen zu verhindern, wurde das 
Medium mit LIF angereichert und die mES-Zellen auf mitotisch inaktivierten MEFs 
kultiviert. Ein bis zwei Tage bevor die mES-Zellen passagiert werden konnten, wurden 
daher wachstumsinhibierte MEFs auf einer mit 0,1 % Gelatine beschichteten 
10cm-Zellkulturschale aufgetaut (siehe Kapitel 2.2.1) und bei 37 °C in Standardmedium 
kultiviert. Das Passagieren der mES-Zellen erfolgte zwei- bis dreimal pro Woche. Dazu 
wurde das Medium mithilfe einer Vakuumpumpenapparatur von den adhärent wachsenden 
Zellen abgesaugt und die mES-Zellen anschließend mit DPBS gewaschen. Durch Zugabe von 
1 ml 0,05 % Trypsin-EDTA und Inkubation bei 37 °C für 3 min wurden die mES-Zellen 
zunächst abgelöst, mit der Pipette dissoziiert und schließlich in 9 ml Medium aufgenommen. 
In einem darauf folgenden Zentrifugationsschritt bei 200 x g für 4 min wurden die 
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mES-Zellen sedimentiert, der Überstand verworfen und das Zellsediment in frischem 
Standardmedium zur Kultivierung von mES-Zellen aufgenommen. Im Anschluss daran 
wurde das Medium von den vorbereiteten MEFs abgenommen und circa 1/10 der 
mES-Zellsuspension vorsichtig darauf gegeben. Um die Ausdifferenzierung der mES-Zellen 
zu verhindern, wurde das Medium täglich erneuert. 
 
2.2.3 Neuronale Differenzierung der murinen embryonalen Stammzellen 
Die Differenzierung der mES-Zellen in neuronale Zellen basierte auf dem Protokoll von  Ying 
et al. 2003. Um die MEFs auszudünnen, wurden die mES-Zellen zunächst in 
Standardmedium auf 0,1 % Gelatine kultiviert und dreimal passagiert. Im Anschluss daran 
wurden die Zellen mit 0,05 % Trypsin-EDTA abgelöst, dissoziiert und die Zellzahl mithilfe 
einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Danach wurden jeweils 2 x 106 mES-Zellen in zwei 
6cm-Zellkulturschalen ausgesät, welche ebenfalls zuvor mit 0,1 % Gelatine beschichtet 
wurden. Bereits 24 Stunden später wurden die Zellen erneut passagiert. Dabei wurden 
jeweils 5 x 105 mES-Zellen in sechs mit Gelatine beschichtete 6cm-Zellkulturschalen in 
N2B27-Medium ausgesät. Das Medium wurde eine Woche lang täglich erneuert und die 
Zellen an Tag acht in 6cm-Zellkulturschalen umgesetzt, welche mit 2 µg/cm2 Laminin 
(Sigma-Aldrich) beschichtet wurden. Dazu wurden jeweils 3 x 105 Zellen in zehn mit 
Laminin beschichtete 6cm-Zellkulturschalen in 20 ng/ml EGF-haltigem N2B27-Medium 
ausgesät. Alle zwei bis drei Tage wurde ein Mediumwechsel mit N2B27-Medium 
durchgeführt, welches mit 20 ng/ml EGF angereichert wurde. Da die Zellen ein auf einem 
der beiden Allele des Ube3a-Gens integriertes lacZ-Gen besitzen, wurden während der 
neuronalen Differenzierung lacZ-Tests durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.8). 
 
2.2.4 Kultivierung der humanen Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
Die humane Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 und ihre Derivate wurden bei 37 °C, 5 % CO2, 
95 % Luftfeuchtigkeit und einer Konfluenz von 10 - 90 % kultiviert. Das Medium, welches 
für die Kultivierung der Ausgangszelllinie eingesetzt wurde, bestand aus DMEM, FBS, 
Penicillin-Streptomycin, Blasticidin und Zeocin. Die transgenen Zelllinien wurden in 
Medium kultiviert, welches Hygromycin anstelle von Zeocin enthielt. 
Unter Standardbedingungen wurde das Medium alle zwei bis drei Tage erneuert. Hierfür 
wurde das Medium mithilfe einer Vakuumpumpenapparatur von den adhärent wachsenden 
Zellen abgesaugt und frisches, vorgewärmtes Medium hinzugegeben. Während der 
Durchführung von Experimenten wurde das Medium täglich gewechselt (siehe Kapitel 
2.2.9). Zweimal pro Woche wurden die adhärent wachsenden Zellen bei Erreichen von circa 
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90 % Konfluenz passagiert. Dazu wurden sie zunächst mit DPBS gewaschen und, durch 
Zugabe von 0,5 - 2 ml 0,05 % Trypsin-EDTA und Inkubation bei 37 °C für 2 min, abgelöst. 
Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und in der Regel 1/10 bis 1/20 der 
Zellsuspension in ein neues Zellkulturgefäß mit vorbereitetem, vorgewärmtem Medium 
überführt. Für das Aussäen einer definierten Anzahl von Zellen wurde die Zellzahl mithilfe 
einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 
 
2.2.5 Transiente und stabile Transfektion 
2.2.5.1 Transiente Transfektion 
Für die Luciferaseaktivitätsmessungen (siehe Kapitel 2.3.21) wurde die 
Flp-In™-T-REx™-293-Ausgangszelllinie transient mit dem jeweiligen Luciferase-
Reporterplasmid (pGL4.10-Testpromotor) und dem Luciferase-Kontrollplasmid (pGL4.74) 
kotransfiziert. 
Am Vortag wurden hierfür zunächst 1 x 104 Zellen pro Vertiefung in einer 
96-Well-Luminometerplatte ausgesät und am nachfolgenden Tag, zwei Stunden vor Beginn 
der Transfektion, das Medium gewechselt. Für die Transfektion wurde sowohl die Plasmid-
DNA als auch das Transfektionsreagenz Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific) 
separat in Opti-MEM® I Reduced Serum Medium verdünnt und 5 min inkubiert. Im Anschluss 
daran wurden die Ansätze vereint, vorsichtig gemischt und für weitere 20 min inkubiert. Die 
dabei gebildeten Komplexe wurden auf die vorbereiteten Zellen getropft und durch 
vorsichtige Bewegungen der Luminometerplatte verteilt. Pro Zellansatz wurden 0,5 µl 
Lipofectamine® 2000, 50 ng pGL4.10-Testpromotor-DNA und 2,5 ng pGL4.74-Plasmid-DNA 
eingesetzt. Nach 24 Stunden wurde erneut das Medium gewechselt und 48 Stunden nach der 
Transfektion erfolgte schließlich die Luciferaseaktivitätsmessung. 
 
2.2.5.2 Stabile Transfektion 
Die Herstellung stabiler Expressionszelllinien erfolgte durch Kotransfektion der 
Flp-In™-T-REx™-293-Ausgangszelllinie mit dem Flp-Rekombinase-Plasmid pCSFLPe und 
dem pcDNA5/FRT/TO-Expressionsplasmid, welches Exon_2/3 des β-Globin-Gens des 
Kaninchens, EGFP und den jeweiligen Testpromotor enthielt. 
Es wurden 1,2 x 105 Zellen der Flp-In™-T-REx™-293-Ausgangszelllinie pro Vertiefung in 
einer 6-Well-Platte ausgesät und hierfür Medium ohne die Selektionsantibiotika Blasticidin 
und Zeocin verwendet. Zwei Tage später erfolgte die Transfektion mithilfe des 
Transfektionsreagenz Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific) wie in Kapitel 2.2.5.1 
für die transiente Transfektion beschrieben. Im Unterschied zur transienten Transfektion 
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wurden jedoch 3 µl Lipofectamine® 2000 und 1 µg DNA, bestehend aus 100 ng 
pcDNA5/FRT/TO-Expressionsplasmid-DNA und 900 ng pCSFLPe-Plasmid-DNA, pro Ansatz 
eingesetzt. Pro Konstrukt wurden jeweils zwei Ansätze transfiziert und zusätzlich dazu die 
Positivkontrolle FRT-GFP2 sowie eine Negativkontrolle, die nur mit pCSFLPe-Plasmid-DNA 
transfiziert wurde, mitgeführt. 
24 Stunden nach der Transfektion wurden die adhärent wachsenden Zellen mit DPBS 
gewaschen und durch Zugabe von 0,5 ml 0,05 % Trypsin-EDTA und Inkubation für 2 min bei 
37 °C abgelöst. Jeweils ein Zellansatz wurde anschließend gleichmäßig auf zwei 
10cm-Zellkulturschalen verteilt, sodass eine Konfluenz von maximal 25 % nicht 
überschritten wurde. Hierfür wurde weiterhin Medium ohne Selektionsantibiotika 
verwendet. Die Selektion transgener Zellen erfolgte weitere 24 Stunden später, wie in 
Kapitel 2.2.6 beschrieben. 
 
2.2.6 Selektion transgener Zellen 
Nach erfolgreicher Integration des pcDNA5/FRT/TO-Expressionsplasmids an der 
FRT-Rekombinationsstelle, weisen die Flp-In™-T-REx™-293-Zellen eine Hygromycin-
Resistenz anstelle einer Zeocin-Resistenz auf. Transgene Zellen können daher mit 
Hygromycin-haltigem Medium angereichert werden. 48 Stunden nach der Transfektion 
wurde mit der Selektion transgener Zellen begonnen, indem die Zellen ab diesem Zeitpunkt 
in Selektionsmedium kultiviert wurden. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage erneuert, 
bis nach elf bis 13 Tagen keine lebenden Zellen mehr in der Negativkontrolle vorhanden 
waren. Die in den anderen 10cm-Zellkulturschalen gewachsenen Zellkolonien konnten dann 
isoliert werden (siehe Kapitel 2.2.7). 
 
2.2.7 Isolation transgener Zellklone 
Wies die Negativkontrolle nach der in Kapitel 2.2.6 beschriebenen Selektion keine lebenden 
Zellen mehr auf, so konnten die in den anderen Zellkulturschalen gewachsenen transgenen 
Zellklone isoliert werden. Pro Konstrukt wurden zwölf Zellkolonien, welche aus einer 
Einzelzelle hervorgegangen waren, isoliert und im Anschluss daran getrennt 
weiterkultiviert. Dazu wurden die entsprechenden Kolonien zunächst unter einem 
Inversmikroskop (Axiovert 25, Carl Zeiss Jena, Jena) markiert und die Zellen anschließend 
mit DPBS gewaschen. Für die Isolation der Zellklone wurden selbst hergestellte 
Klonierungsringe verwendet, welche aus dem oberen Teil von 200µl-Pipettenspitzen 
zugeschnitten und anschließend autoklaviert wurden. Die Klonierungsringe wurden 
schließlich in autoklavierte Vaseline getupft und danach um die zu isolierenden Zellkolonien 
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gesetzt. Zum Ablösen der Zellen wurden 40 µl 0,05 % Trypsin-EDTA in den jeweiligen 
Klonierungsring gegeben und 2 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 160 µl 
Selektionsmedium und anschließendes Auf- und Abpipettieren des Mediums wurden die 
Zellklone von der 10cm-Zellkulturschale abgelöst, vereinzelt und anschließend in eine 
Vertiefung einer 24-Well-Platte mit 0,5 ml Selektionsmedium gegeben. Bis zum Erreichen 
von circa 90 % Konfluenz, wurden die Zellen in der 24-Well-Platte kultiviert und schließlich 
expandiert. Im Anschluss daran erfolgte die Kontrolle der transgenen Zelllinien mithilfe 
eines lacZ-Tests (siehe Kapitel 2.2.8). 
 
2.2.8 Kontrolle transgener Zelllinien mittels lacZ-Test 
Die erfolgreiche Integration des Zielgens an der FRT-Rekombinationsstelle im Genom der 
Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 kann mithilfe einer Färbung nachgewiesen werden. Durch die 
Rekombination zwischen den FRT-Stellen im Expressionsplasmid und im Genom der 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen verliert das lacZ-Zeocin-Resistenz-Fusionsgen sein Startcodon 
und kann von den Zellen nicht mehr exprimiert werden. Das lacZ-Gen kodiert für das Enzym 
β-Galactosidase, welches die Umsetzung des Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-
galactopyranosid (X-Gal) in Galactose und einen blauen Indigofarbstoff katalysiert. Da die 
transgenen Zelllinien das Enzym β-Galactosidase nicht mehr synthetisieren, weisen sie nach 
Zugabe von X-Gal keine Blaufärbung auf, während sich die nicht transfizierte 
Ausgangszelllinie blau färbt. 
Für den lacZ-Test wurden sowohl die transgenen Zelllinien als auch die nicht transfizierte 
Ausgangszelllinie, welche als Positivkontrolle für die Färbung verwendet wurde, in einer 
24-Well-Platte bis zu einer Konfluenz von circa 60 % kultiviert. Die Zellen wurden zunächst 
mit 0,5 ml DPBS gewaschen und anschließend mit 0,5 ml Fixierlösung bei Raumtemperatur 
10 min fixiert. Im Anschluss daran wurde die Fixierlösung mit einer 
Vakuumpumpenapparatur abgesaugt und die Zellen erneut mit 0,5 ml DPBS gewaschen. 
Nach Zugabe von 0,5 ml Färbelösung wurden die Zellen 2,5 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert 
und schließlich im Inversmikroskop (Axiovert 25, Carl Zeiss NV-SA, Carl Zeiss Jena) auf 
Blaufärbung überprüft. Nur Zelllinien, welche weniger als 5 % blau gefärbte Zellen 
aufwiesen, wurden für die Experimente ausgewählt. 
Auch mit den mES-Zellen wurde ein lacZ-Test durchgeführt, da diese Zellen ein auf einem 
der beiden Allele des Ube3a-Gens in Intron 4 integriertes lacZ-Gen besitzen. Der lacZ-Test 
wurde während der neuronalen Differenzierung (siehe Kapitel 2.2.3) durchgeführt, um die 
Inaktivierung einer der beiden Genkopien nachzuweisen. Wie oben beschrieben, wurden die 
Zellen zunächst fixiert und anschließend gefärbt. Da die Zellen für die Färbung jedoch in 
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6cm-Zellkulturschalen kultiviert wurden, erfolgte die Fixierung und Färbung mit jeweils 
2 ml Lösung. 
 
2.2.9 Doxycyclin-Behandlung der transgenen Zelllinien 
Für die Doxycyclin-Behandlung transgener Flp-In™-T-REx™-293-Zelllinien wurden die 
Zellen zunächst in einem Verhältnis von 1:10 bis 1:20 passagiert und dabei in je zwei 
75cm2-Zellkulturflaschen bzw. jeweils zwei Vertiefungen von zwei 6-Well-Platten ausgesät. 
Circa 24 Stunden später wurde mit der Doxycyclin-Behandlung der Zellen begonnen. Dazu 
wurde das Medium in einer der beiden 75cm2-Zellkulturflaschen bzw. in zwei Vertiefungen 
einer 6-Well-Platte durch Selektionsmedium mit 1 µg/ml Doxycyclin ersetzt. Die andere 
Hälfte der Zellen diente als Kontrolle und wurde weiterhin in Selektionsmedium ohne 
Doxycyclin kultiviert. Das Selektionsmedium enthielt bei den in Kapitel 3.2.7, 3.2.8.1 und 
3.2.9.1 beschriebenen Experimenten das Fetal Bovine Serum, qualified, E.U.-approved, South 
America origin. Für die Experimente in Kapitel 3.2.8.2, 3.2.9.2 und 3.2.10 wurde Fetal Bovine 
Serum, certified, US origin verwendet, welches vom Hersteller als Tetracyclin-frei deklariert 
wurde. Das Medium wurde täglich erneuert und die Zellen auf diese Weise 24 Stunden bis 
14 Tage kultiviert. Nach drei, sieben, zehn und 14 Tagen wurden sowohl die Kontrollen als 
auch die mit Doxycyclin behandelten Zellen passagiert und die restlichen Zellen 4 min bei 
200 x g sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellsediment für die 
Extraktion von RNA und DNA verwendet. Die ausschließlich für 24 Stunden mit Doxycyclin 
behandelten Zellen und ihre Kontrollen wurden nicht passagiert, sondern vollständig bei 
200 x g für 4 min sedimentiert. Die Zellsedimente wurden anschließend ebenfalls für die 
RNA- und DNA-Extraktion verwendet. 
 
2.2.10 Kryokonservierung der Zellen 
Für die Kryokonservierung wurde zunächst das Medium von den adhärent wachsenden 
Zellen abgenommen. Anschließend wurden die Zellen mit DPBS gewaschen, mit 0,05 % 
Trypsin-EDTA abgelöst und in 10 ml Medium resuspendiert. Durch Zentrifugation bei 
200 x g für 4 min wurden die Zellen sedimentiert, der Überstand verworfen und das 
Zellsediment in Einfriermedium resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in ein 
Reaktionsgefäß für die Kryokonservierung überführt und 20 min auf Eis inkubiert. Im 
Anschluss daran wurden die Zellen zunächst in einer Styroporbox bei -80 °C für mindestens 
24 Stunden aufbewahrt, bevor sie in einen Tank mit flüssigem Stickstoff überführt und dort 
langfristig gelagert wurden. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Isolation von Nukleinsäuren 
2.3.1.1 Simultane Isolation genomischer DNA und RNA 
Für die simultane Isolation von genomischer DNA und RNA aus demselben Ansatz 
kultivierter Zellen wurde das AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, Hilden) 
verwendet. Die Präparation der DNA und RNA erfolgte aus circa 2 x 106 sedimentierten 
Zellen, welche in 600 µl Puffer RLT mit 1 % 2-Mercaptoethanol resuspendiert und auf eine 
QIAshredder-Säule (Qiagen) überführt wurden. Nach einem Zentrifugationsschritt von 2 min 
bei 14000 rpm (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg) wurde das homogenisierte 
Zelllysat bei -80 °C zunächst eingefroren. Für die Präparation der genomischen DNA und 
RNA wurden die Zelllysate zügig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und im Anschluss daran 
die Präparation der DNA und RNA gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Zum 
Schluss wurde die RNA in 30 µl H2O eluiert, die DNA-Elution erfolgte in 100 µl 
Elutionspuffer. 
 
2.3.1.2 Isolation von RNA 
Sollte ausschließlich RNA aus einem Ansatz kultivierter Zellen isoliert werden, so wurde die 
Isolation entweder mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) oder mit TRIzol® (Thermo Fisher 
Scientific) durchgeführt. 
 
Das RNeasy® Mini Kit (Qiagen) zur Isolation von RNA wurde gemäß Empfehlung des 
Herstellers verwendet. Wie bereits in Kapitel 2.3.1.1 beschrieben wurden circa 2 x 106 
kultivierte, sedimentierte Zellen in 600 µl Puffer RLT mit 1 % 2-Mercaptoethanol 
resuspendiert und auf eine QIAshredder-Säule (Qiagen) aufgetragen. Der Ansatz wurde 
2 min bei 14000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf) und das homogenisierte 
Zelllysat anschließend bis zur Durchführung der RNA-Extraktion bei -80 °C gelagert. Die 
Präparation der RNA erfolgte schließlich nach dem Auftauen der Ansätze bei 37 °C im 
Wasserbad, inklusive des optionalen DNaseI-Verdaus gemäß beiliegendem Protokoll des 
Herstellers. Die RNA wurde in 30 µl H2O eluiert. 
 
Die RNA-Isolation mit TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) wurde gemäß Empfehlung des 
Herstellers mit circa 6 x 106 kultivierten Zellen durchgeführt. Am Ende wurde die RNA in 
30 µl H2O gelöst und gegebenenfalls bei vorhandenen Verunreinigungen erneut aufgereinigt. 
Dazu wurde das Volumen der RNA-Lösung mit H2O auf 300 µl ergänzt und 300 µl 
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Roti®-Aqua-P/C/I (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1, Carl Roth) 
hinzugegeben. Der Ansatz wurde durch Vortexen gemischt und 5 min bei 14000 rpm und 
4 °C zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf). Die obere Phase wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt, hierzu wurden 250 µl Chloroform gegeben und der Ansatz durch 
Vortexen gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 min bei 14000 rpm und 4 °C 
(Zentrifuge 5804 R, Eppendorf) wurde wiederum die obere Phase abgenommen und in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Die Präzipitation der RNA erfolgte durch Zugabe von 1/10 
Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 100 % Isopropanol. Der Ansatz 
wurde durch Vortexen gemischt, 60 min bei -20 °C inkubiert und 10 min bei 14000 rpm und 
4 °C zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf). Nach Abnahme des Überstandes wurde 
das RNA-Präzipitat mit 500 µl 75 % Ethanol gewaschen, der Ansatz 5 min bei 14000 rpm 
und 4 °C (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf) zentrifugiert und der Überstand anschließend 
vollständig abgenommen. Das RNA-Präzipitat wurde an der Luft getrocknet und in 30 µl H2O 
gelöst. 
 
2.3.1.3 Isolation genomischer DNA 
Die Isolation genomischer DNA aus kultivierten Zellen erfolgte mit dem FlexiGene DNA Kit 
(Qiagen), wenn keine RNA aus demselben Ansatz benötigt wurde. Zunächst wurden die 
sedimentierten Zellen in DPBS resuspendiert und 1 - 2 x 106 Zellen in 1 ml DPBS zur 
Isolation der genomischen DNA eingesetzt. Nach Zugabe von 2,5 ml Puffer FG1 zu 1 ml 
Zellsuspension, wurde der Ansatz 15 min mithilfe eines Rollenmischers (SRT9, Bibby 
Scientific Limited, Staffordshire, UK) gemischt und die Zellen dabei lysiert. Anschließend 
wurde der Ansatz 10 min bei 3000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das 
Präzipitat wurde in 500 µl Proteinase K enthaltendem Puffer FG2 resuspendiert, kurz durch 
Vortexen gemischt und 15 min bei 56 °C und 850 rpm im Thermomixer (Thermomixer 
comfort 5355, Eppendorf) inkubiert. Durch Zugabe von 500 µl 100 % Isopropanol, 
Invertieren des Reaktionsgefäßes und Zentrifugation bei 2000 x g für 2 min wurde die DNA 
präzipitiert. Im Anschluss daran wurde der Überstand abgenommen und das DNA-Präzipitat 
mit 70 % Ethanol gewaschen. Der Ansatz wurde erneut 2 min bei 2000 x g zentrifugiert, der 
Überstand vollständig abgenommen und das DNA-Präzipitat an der Luft getrocknet. Nach 
Zugabe von 300 µl Puffer FG3 wurde die DNA zunächst 1 h bei 65 °C und 850 rpm im 
Thermomixer (Thermomixer comfort 5355, Eppendorf) inkubiert und schließlich über 
Nacht bei Raumtemperatur mithilfe des Rollenmischers (SRT9, Bibby Scientific Limited) 
vollständig gelöst. 
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2.3.1.4 Isolation von Plasmid-DNA 
Für die Präparation kleiner Mengen an Plasmid-DNA wurden 3 ml LB-Flüssigmedium mit 
dem entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzt, mit einer einzelnen klonalen 
Bakterienkolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Schüttelinkubator 
(G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Nürtingen) inkubiert. Am folgenden Tag 
wurden 1,5 ml der Übernachtkultur in ein Reaktionsgefäß überführt, die Zellen 20 s bei 
14000 rpm (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf) sedimentiert und der Überstand verworfen. Das 
Zellsediment wurde in 300 µl auf 4 °C gekühltem Puffer P1 (Qiagen) resuspendiert und der 
Ansatz nach Zugabe von 300 µl Puffer P2 (Qiagen) durch Invertieren des Reaktionsgefäßes 
gemischt. Während der nachfolgenden Inkubation bei Raumtemperatur für 5 min wurden 
die Zellen lysiert und die Reaktion direkt im Anschluss durch Zugabe von 300 µl Puffer P3 
(Qiagen) gestoppt. Durch erneutes mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefäßes wurde 
der Ansatz gut gemischt und 10 min bei 13000 rpm (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf) 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, zu 500 µl 100 % Ethanol gegeben und der 
Ansatz mittels Vortexen gemischt. Durch Zentrifugation bei 13000 rpm (Zentrifuge 5804 R, 
Eppendorf) für 10 min wurde die DNA präzipitiert und der Überstand anschließend 
abgenommen. Das DNA-Präzipitat wurde mit 150 µl 70 % Ethanol gewaschen und der 
Überstand nach einem weiteren Zentrifugationsschritt vollständig abgenommen. Zuletzt 
wurde das DNA-Präzipitat getrocknet und in 30 µl H2O aufgenommen. 
 
Die Präparation von Plasmid-DNA im großen Maßstab erfolgte mit dem Plasmid Maxi Kit 
(Qiagen) entsprechend den Angaben des Herstellers mit 250 ml oder 500 ml 
Übernachtkultur. Das DNA-Präzipitat wurde in 200 – 600 µl TE-Puffer gelöst. 
 
2.3.2 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 
Die Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA in Lösung erfolgte photometrisch mit 
dem NanoDrop 1000 bzw. 2000 UV/Vis-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific). 
Mithilfe dieses Gerätes wird die optische Dichte (OD) der DNA- bzw. RNA-Lösung bei einer 
Wellenlänge von 260 nm, 280 nm und 230 nm ermittelt. Eine optische Dichte von 1 bei einer 
Wellenlänge von 260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 μg/ml und einer 
RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Durch Bildung der Quotienten OD260/OD280 und 
OD260/OD230 können Verunreinigungen der DNA- bzw. RNA-Lösung bestimmt werden. Für 
reine DNA liegt der Wert des Quotienten OD260/OD280 bei 1,8 sowie für reine RNA bei 2,0. Ist 
der ermittelte Wert niedriger, so liegen möglicherweise Verunreinigungen mit Proteinen, 
Phenol oder anderen Substanzen, die bei circa 280 nm absorbieren, vor. Verunreinigungen 
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mit Substanzen, deren Absorptionsmaximum sich bei circa 230 nm befindet, werden durch 




Die gezielte Vervielfältigung bestimmter DNA-Abschnitte erfolgte mittels 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) von genomischer DNA, 
Plasmid-DNA sowie mit Bisulfit behandelter DNA. Dafür wurde die AmpliTaq-Gold®-
DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific), das HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen), das 
Advantage® GC 2 PCR Kit (Clontech) sowie der Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific) und die Phusion-High-Fidelity-DNA-Polymerase (Thermo Fisher 
Scientific) gemäß den Empfehlungen der Hersteller verwendet. Die PCR umfasste in der 
Regel 25 - 35 Zyklen, wobei jeder Zyklus in drei Phasen eingeteilt werden kann: die 
Denaturierung, die Primer-Hybridisierung und die Strangverlängerung. Während der 
Denaturierungsphase wird die doppelsträngige DNA in Einzelstränge getrennt, sodass die 
Primer in der nachfolgenden Primer-Hybridisierungsphase an die DNA-Einzelstränge binden 
können. Dabei richtet sich die Temperatur der Primer-Hybridisierungsphase nach der 
jeweiligen Anlagerungstemperatur der Primer (TA). Sie wurde mit folgender Formel 
bestimmt: 







G+C: Anzahl der Guanin- und Cytosinbasen des Oligonukleotids 
n:      Gesamtlänge des Oligonukleotids 
(Chester und Marshak 1993). 
Da laut Herstellerangaben die optimale Anlagerungstemperatur eines Primer-Paares beim 
Einsatz der Phusion-DNA-Polymerase signifikant von dem, mit dieser Formel berechneten, 
Wert abweichen kann, wurden die Primer-Anlagerungstemperaturen für die Reaktionen mit 





Während der Strangverlängerungsphase kommt es schließlich durch den Einbau von 
Nukleotiden durch die DNA-Polymerase zur Verlängerung der angelagerten Primer. Die 
Dauer der Strangverlängerungsphase ist dabei abhängig von der Länge des zu 
vervielfältigenden DNA-Abschnitts und der Effizienz der eingesetzten DNA-Polymerase. Die 
Dauer der Strangverlängerungsphase wurde daher gemäß Herstellerangaben angepasst. 
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2.3.4 Reverse Transkription von RNA 
Die reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte aus Gesamt-RNA der 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen. Um DNA-Kontaminationen in den nachfolgenden Reaktionen zu 
vermeiden, wurde zunächst ein DNase-Verdau mit dem RQ1 Kit (Promega) durchgeführt. 
Hierfür wurde die entsprechende Menge an RNA (in der Regel 5 µg) mit 1 U RQ1 RNase-Free 
DNase pro µg RNA in 1 x RQ1-Reaktionspuffer und einem Reaktionsvolumen von 20 μl für 
30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die RQ1-DNase durch die Zugabe von 2 μl 
Stopplösung und Inkubation für 10 min bei 65 °C inaktiviert. Die reverse Transkription 
erfolgte mit 10 µl des RQ1-Reaktionsansatzes, 3 mM MgCl2, je 1 mM dNTPs, 2,5 µM Oligo 
d(T)16, 1 U/µl RNase-Inhibitor und 2,5 U/µl MuLV reverse Transkriptase in 1 x GeneAmp® 
PCR-Puffer II (alle Reaktionsbestandteile wurden von Thermo Fisher Scientific bezogen) 
und einem Reaktionsvolumen von 50 µl. Zusätzlich dazu wurde eine Kontrolle ohne die 
Zugabe des Enzyms MuLV reverse Transkriptase angesetzt. Die Primer-Hybridisierung 
erfolgte für 10 min bei 21 °C, die Strangverlängerung für 15 min bei 42 °C und die 
Denaturierung für 5 min bei 99 °C. 
 
2.3.5 Quantitative Real-Time PCR 
Mithilfe der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR, engl. quantitative real-time PCR) kann 
die relative Ausgangsmenge eines RNA-Transkripts in einem Ansatz bestimmt werden. Die 
Quantifizierung beruht auf dem Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) und erfolgt 
mithilfe einer Sonde, an deren 5´-Ende ein Reporter-Fluorophor und an deren 3´-Ende ein 
sogenannter Quencher kovalent gebunden sind. Nach der reversen Transkription der RNA in 
cDNA und ihrer Denaturierung in Einzelstränge, binden die Primer sowie die Sonde 
sequenzspezifisch an die cDNA-Einzelstränge. Wird der Reporter angeregt, so kommt es zu 
einem strahlungsfreien Energietransfer auf den Quencher und damit zur 
Fluoreszenzlöschung, da sich Reporter und Quencher in unmittelbarer Nähe zueinander 
befinden. Dies ändert sich jedoch während der Strangverlängerungsphase, da die Sonde 
durch die 5´-Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase abgebaut wird und Reporter und 
Quencher durch diesen Vorgang voneinander getrennt werden. Es kommt nicht mehr zum 
strahlungsfreien Energietransfer und die Fluoreszenz des Reporters kann nun detektiert 
werden. Das Fluoreszenzsignal steigt daher proportional zur abgebauten Sonde und den 
dabei entstehenden PCR-Produkten an. Überschreitet das gemessene Fluoreszenzsignal 
einen bestimmten Schwellenwert, so wird der entsprechende PCR-Zyklus als Cp-Wert (engl. 
crossing point) angegeben. Die Detektion des Fluoreszenzsignals kann somit zur 
Quantifizierung der relativen Ausgangsmenge eines bestimmten RNA-Transkripts genutzt 
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werden. Dabei werden die Ergebnisse relativ zu denen eines Haushaltsgens angegeben, bei 
dem es sich in der vorliegenden Arbeit um GAPDH handelt. 
Die qRT-PCR erfolgte nach der reversen Transkription der RNA in cDNA (siehe Kapitel 
2.3.4) mit 2 - 5 µl cDNA, je 0,4 µM Forward- bzw. Reverse-Primer und 0,2 µM Sonde in 
1 x LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostics) in einem Reaktionsvolumen von 
20 µl. Dabei wurden 227 ng cDNA entsprechend der Ausgangsmenge an RNA eingesetzt. Die 
PCR-Reaktion und Messung des Fluoreszenzsignals wurde vollautomatisch mit dem 
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics) durchgeführt und umfasste 
50 Zyklen. Vor dem ersten Zyklus erfolgte eine initiale Denaturierungsphase bei 95 °C für 
10 min. Die nachfolgenden Zyklen beinhalteten eine Denaturierungsphase bei 95 °C für 10 s, 
eine Primer-Hybridisierungsphase bei 60 °C für 30 s und einer Strangverlängerungsphase 
bei 72 °C für 1 s. Zuletzt folgte eine finale Strangverlängerungsphase bei 40 °C für 30 s. Die 
Daten wurden anschließend anhand einer Standardkurve, wie im Handbuch der Firma 
Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific beschrieben (Guide to Performing Relative 





2.3.6.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese 
Der Nachweis von PCR-Produkten und Produkten von Restriktionsendonukleaseverdauen 
erfolgte durch Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Größe in Flachbettgelen. 
Abhängig von der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Gele aus 0,5 - 2 % 
Agarose in 1 x TAE-Puffer und 0,4 µg/ml Ethidiumbromid verwendet. Für die 
gelelektrophoretische Auftrennung wurde die DNA-Lösung mit 1 x DNA-Ladepuffer 
(Thermo Fisher Scientific) versetzt und neben einem Größenstandard (siehe Kapitel 2.1.4) 
zur Bestimmung der DNA-Fragmentgrößen auf das Agarose-Gel geladen. Im Anschluss 
daran wurden die DNA-Fragmente bei 80 - 130 V in 1 x TAE-Puffer in einer horizontalen 
Elektrophoresekammer (Modell H5, Serie 1087, Bethesda Research Laboratories) 
aufgetrennt. Die Detektion der DNA-Fragmentgrößen erfolgte anhand des Größenstandards 
mittels UV-Transilluminator (Bachofer, Reutlingen) bei einer Wellenlänge von 312 nm. 
 
2.3.6.2 Präparative Agarose-Gelelektrophorese 
Abweichend zur analytischen Agarose-Gelelektrophorese wurden hierbei die spezifischen 
DNA-Fragmente mithilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten und damit von anderen 
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DNA-Fragmenten und Bestandteilen des Reaktionsansatzes getrennt. Zur Vermeidung von 
Einzel- und Doppelstrangbrüchen der DNA wurden beim Ausschneiden der DNA-Fragmente 
lange UV-Belichtungszeiten vermieden. Im Anschluss daran wurden die Gelstücke über 
Nacht bei -20 °C eingefroren und die DNA-Fragmente am nächsten Tag mittels Gelextraktion 
(siehe Kapitel 2.3.7) aus dem Gel aufgereinigt. 
 
2.3.7 Gelextraktion von DNA-Fragmenten 
Die Aufreinigung der aus den Agarose-Gelen ausgeschnittenen DNA-Fragmente (siehe 
Kapitel 2.3.6.2), erfolgte mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) gemäß 
Empfehlung des Herstellers. 
 
2.3.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
Die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie Produkten von Restriktionsendonuklease-
verdauen wurde ebenfalls mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach 
Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
2.3.9 Insertion PCR-vervielfältigter DNA-Fragmente in den TOPO-Vektor 
PCR-vervielfältigte DNA-Fragmente wurden zunächst in den TOPO-Vektor inseriert. 
Abhängig von der verwendeten DNA-Polymerase können PCR-vervielfältigte 
DNA-Fragmente einen 3´-Überhang aufweisen. Diese DNA-Fragmente wurden mit dem TA 
Cloning® Kit (Thermo Fisher Scientific) gemäß den Angaben des Herstellers in den 
TOPO-Vektor pCR™2.1 inseriert. Die Ligation wurde mit 2 µl PCR-Produkt (nicht 
aufgereinigt), 2 µl pCR™2.1-Vektor-DNA sowie 4 U T4-DNA-Ligase in 1 x Ligationspuffer und 
einem Endvolumen von 10 µl angesetzt und über Nacht bei 14 °C inkubiert. 
Die Klonierung von DNA-Fragmenten ohne 3´-Überhang erfolgte mit dem Zero Blunt® 
TOPO® PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) in den Vektor pCR™-Blunt II-TOPO® nach 
Empfehlung des Herstellers. Es wurden 4 µl PCR-Produkt (nicht aufgereinigt) mit 1 µl 
pCR™-Blunt-II-TOPO®-DNA und 1 µl Salzlösung in einem Endvolumen von 6 µl angesetzt 
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte die Transformation von E. coli 
(siehe Kapitel 2.3.10). 
 
2.3.10 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA wurde mit den kompetenten Subcloning 
Efficiency™ DH5α™ Zellen der Firma Thermo Fisher Scientific, SURE® 2 superkompetenten 
Zellen der Firma Agilent Technologies oder mit Dam-/Dcm- kompetenten E. coli der Firma 
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New England Biolabs gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Für konventionelle 
Transformationen wurden die Subcloning Efficiency™ DH5α™ kompetenten Zellen 
verwendet, während die SURE® 2 superkompetenten Zellen für kompliziertere 
Klonierungen eingesetzt wurden. Sie besitzen eine besonders hohe 
Transformationseffizienz und ermöglichen Klonierungen von DNA-Sequenzen, welche 
Sekundärstrukturen oder invertierte Wiederholungssequenzen umfassen. Dam-/Dcm- 
kompetente E. coli wurden für Transformationen verwendet, die nach der 




Für die Spaltung von DNA wurden sogenannte Restriktionsendonukleasen der Firma New 
England Biolabs verwendet. Diese erkennen spezifische DNA-Sequenzen und spalten die 
DNA gezielt an einer bestimmten Stelle. Bei optimalen Bedingungen spaltet eine Einheit des 
jeweiligen Enzyms (1 U) 1 µg DNA in 1 h. Für die vorliegende Arbeit wurden jeweils 
0,5 - 5 µg DNA, unter Verwendung des vom Hersteller empfohlenen Puffers, mit 
Restriktionsendonukleasen gespalten. Dafür wurden die Ansätze 1 - 3 h, bei großen 
DNA-Mengen über Nacht, bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert. Bei 
der Verwendung von zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen wurden die Angaben 
auf der Webseite des Herstellers (https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-
tools/double-digest-finder) befolgt. 
 
2.3.12 Herstellung von DNA-Fragmenten mit kompatiblen Enden 
Für die Ligation von DNA-Fragmenten (siehe Kapitel 2.3.14) ist es erforderlich, dass diese 
kompatible Enden aufweisen. Abhängig vom verwendeten Enzym können die 
DNA-Fragmente nach einem Restriktionsendonukleaseverdau entweder glatte Enden oder 
Enden mit einem 3´- bzw. 5´-Überhang aufweisen. DNA-Fragmente mit glatten Enden sind 
kompatibel und können miteinander ligiert werden. Bei DNA-Fragmenten mit einem 
3´- bzw. 5´-Überhang trifft dies nur zu, wenn sie mit der gleichen Restriktionsendonuklease 
gespalten wurden oder zwei Enzyme eingesetzt wurden, die die DNA auf die gleiche Weise 
schneiden. DNA-Fragmente, welche unterschiedliche Überhänge aufweisen, können nicht 
miteinander ligiert werden. Sie müssen zunächst in DNA-Fragmente mit glatten Enden 
umgewandelt werden. Dies kann entweder durch Einzelstrangabbau oder Auffüllen der 
Überhänge erfolgen. Der Einzelstrangabbau erfolgte durch Zugabe von 1 U Mung-Bean-
Nuklease (New England Biolabs) pro µg DNA zum nicht aufgereinigten Ansatz des 
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Restriktionsendonukleaseverdaus. Nach Inkubation bei 30 °C für 1 h wiesen die 
DNA-Fragmente kompatible, glatte Enden auf, welche miteinander ligiert werden konnten. 
Das Auffüllen von 5´-Überhängen wurde mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I 
aus E. coli (New England Biolabs) durchgeführt. Dazu wurden dem nicht aufgereinigten 
Ansatz des Restriktionsendonukleaseverdaus 33 mM dNTPs und 1 U Klenow-Fragment 
pro µg DNA hinzugefügt. Der Ansatz wurde 15 min bei 25 °C inkubiert und die Reaktion 
anschließend, durch Zugabe von EDTA mit einer Endkonzentration von 10 mM und 
Inkubation für 20 min bei 75 °C, beendet. 
 
2.3.13 Dephosphorylierung von Vektoren 
Vor der Ligation (siehe Kapitel 2.3.14) von DNA-Fragmenten mit glatten Enden ist eine 
Dephosphorylierung der Vektor-DNA erforderlich. Dabei wird die 5´-Phosphatgruppe der 
linearisierten Vektor-DNA abgespalten und so die Religation des Vektors verhindert. Dies 
erleichtert die Insertion eines DNA-Fragments in den Vektor. 
Die Dephosphorylierung von 1 µg linearisierter Vektor-DNA erfolgte mit 1 U FastAP™ 
Thermosensitive Alkaline Phosphatase in 1 x Reaktionspuffer (Thermo Fisher Scientific) und 
einem Endvolumen von 20 µl. Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und die 
Reaktion durch Inkubation für 5 min bei 75 °C beendet. 
 
2.3.14 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Ligation von linearisierten DNA-Fragmenten mit kompatiblen Enden erfolgte mithilfe 
der T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific). Hierfür wurde die Vektor- und Fragment-
DNA in einem molaren Verhältnis von 1:3 oder 1:5 eingesetzt und diese mithilfe von 5 U 
T4-DNA-Ligase in 1 x Ligationspuffer (Thermo Fisher Scientific) für 3 h bei Raumtemperatur 
oder über Nacht bei 4 °C miteinander ligiert. 
 
2.3.15 Herstellung des Klonierungslinkers 
Weitere Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen wurden mithilfe eines 
Klonierungslinkers in das pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3-Plasmid inseriert. Die beiden, für den 
Klonierungslinker verwendeten, Oligonukleotide besitzen eine zueinander komplementäre 
Sequenz mit Erkennungsstellen für die Restriktionsendonukleasen SmaI, KpnI, EcoRV und 
BamHI. Sie wurden unmodifiziert und lyophilisiert von der Firma Biomers bezogen. Gemäß 
Herstellerangaben wurde mit H2O eine Stammlösung der Oligonukleotide mit einer 
Konzentration von 100 µM hergestellt. 
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Zunächst wurden die Oligonukleotide separat voneinander phosphoryliert. Hierzu wurden 
10 µM des jeweiligen Oligonukleotids mit 10 U T4-Polynukleotid-Kinase in 
1 x Reaktionspuffer (New England Biolabs) und einem Endvolumen von 20 µl für 1 h bei 
37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch eine 20-minütige Inkubation bei 
65 °C inaktiviert. 
Die Hybridisierung der Oligonukleotide erfolgte mit je 5 µl der unaufgereinigten 
Phosphorylierungsansätze und H2O in einem Endvolumen von 100 µl. Zunächst wurde der 
Ansatz 3 min auf 95 °C im Thermomixer (Thermomixer comfort 5355, Eppendorf) erhitzt 
und das Gerät im Anschluss daran ausgeschaltet. Der Ansatz wurde bis zum Erreichen der 
Raumtemperatur (circa 2 h) im Gerät belassen, sodass sich während dieser Zeit 
Wasserstoffbrücken zwischen den komplementären Oligonukleotiden ausbilden konnten. 
Anschließend wurde die Konzentration der doppelsträngigen DNA mit dem NanoDrop 1000 
UV/Vis-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Der phosphorylierte, 
doppelsträngige Klonierungslinker mit glatten Enden konnte danach für die Ligation (siehe 
Kapitel 2.3.14) in das Plasmid pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3 verwendet werden. 
 
2.3.16 Ortsspezifische Mutagenese 
Um den inserierten Testpromotor später vom endogenen Promotor der Zelllinie 
unterscheiden zu können, wurde dieser durch einen spezifischen Basenaustausch markiert. 
Die Mutagenese wurde mithilfe des GeneArt® Site-Directed Mutagenesis System (Thermo 
Fisher Scientific) durchgeführt. Dazu wurden zunächst zwei komplementäre Primer gemäß 
Herstellerangaben gelegt, welche in ihrer Sequenzmitte das modifizierte Nukleotid 
aufwiesen (siehe Kapitel 8.1.2 Tabelle 10). Die Primer wurden von der Firma Biomers 
bezogen und die Mutagenese-Reaktion sowie die Transformation von E. coli laut Angaben 
des Herstellers durchgeführt. 
 
2.3.17 Gibson Assembly 
Da die Insertion der Stoppkassette in das Plasmid pBS-Ube3a_int1_6kb mittels gewöhnlicher 
Klonierungsstrategien nicht gelang, wurde alternativ das Gibson Assembly® Cloning Kit (New 
England Biolabs) verwendet. Dafür wurden zunächst Primer erstellt, welche zur 
Vervielfältigung der Stoppkassette genutzt wurden (siehe Kapitel 8.1.1 Tabelle 7). Die 
Primer wurden so gelegt, dass die Stoppkassette nach ihrer Vervielfältigung an ihrem 
5´- und 3´-Ende eine Sequenzüberlappung mit der gewünschten Integrationsstelle des 
Plasmids pBS-Ube3a_int1_6kb aufwies. Durch den Einsatz einer 5´-Exonuklease sollten die 
überlappenden Sequenzen der linearisierten DNA-Fragmente in kompatible Enden 
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umgewandelt werden und durch eine DNA-Ligase schließlich miteinander verbunden 
werden. 
Die PCR zur Vervielfältigung der Stoppkassette wurde mit dem entsprechenden Primer-Paar 
durchgeführt. Parallel dazu wurde das pBS-Ube3a_int1_6kb-Plasmid mittels 
Restriktionsendonuklease an der gewünschten Integrationsstelle der Stoppkassette 
gespalten (siehe Kapitel 2.3.11). Beide Reaktionen wurden anschließend mit dem Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) aufgereinigt und die Gibson Assembly und 
Transformation von E. coli laut Herstellerangaben durchgeführt. 
 
2.3.18 Sequenzierung und Sequenzanalyse 
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA, PCR-Produkten sowie Bisulfit-konvertierter DNA 
erfolgte nach der Sanger-Kettenabbruch-Methode mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). Hierfür wurden bis zu 500 ng DNA, 0,5 µM Primer, 
1 µl BigDye® sowie 1 µl Reaktionspuffer in einem Endvolumen von 10 µl angesetzt. 
Sequenzierungen mit Bisulfit-konvertierter DNA erfolgten mit 4 µl BigDye® und ohne die 
Zugabe von 1 µl Reaktionspuffer. Die Sequenzier-PCR umfasste 25 Zyklen, wobei vor dem 
ersten Zyklus eine initiale Denaturierungsphase bei 96 °C für 1 min erfolgte. Die Zyklen 
beinhalteten eine Denaturierungsphase bei 96 °C für 10 s, gefolgt von der 
Primer-Hybridisierungsphase bei der jeweils spezifischen Anlagerungstemperatur für 5 s 
und einer Strangverlängerungsphase bei 60 °C für 4 min. Nach Beendigung der Reaktion 
wurde jeder Ansatz durch Zugabe von H2O auf 20 µl ergänzt und zur Entfernung freier 
Didesoxynukleotide über Sephadex-Säulen aufgereinigt. Hierfür wurde in die Vertiefungen 
einer MultiScreen-HV-Platte (Merck) Sephadex (GE Healthcare, Solingen) gefüllt und je 
300 µl H2O pro Vertiefung darauf gegeben. Die auf diese Weise hergestellten 
Sephadex-Säulen wurden mindestens 3 h bei 4 °C inkubiert und vor dem Gebrauch 5 min bei 
900 x g zentrifugiert. Anschließend wurden die Sequenzieransätze auf die Sephadex-Säulen 
gegeben und für 5 min bei 900 x g in eine Sequenzier-Platte (Thermo-Fast 96 PCR Detection 
Plate, Thermo Fisher Scientific) zentrifugiert. Jedem Ansatz wurden jeweils 10 µl Hi-Di™ 
Formamid (Thermo Fisher Scientific) hinzugefügt bevor die Analyse mit dem Genetic 
Analyzer 3130xl (Thermo Fisher Scientific) erfolgte. Im Anschluss daran wurde die 
Auswertung der Sequenzen mit den Programmen Sequencing Analysis v6.0 (Thermo Fisher 
Scientific) und Geneious 8.1.5 (Biomatters, Auckland, Neuseeland) durchgeführt. 
 




Um den Methylierungsstatus einer spezifischen DNA-Region bestimmen zu können, wird 
zunächst eine Bisulfit-Behandlung mit der zu untersuchenden DNA durchgeführt. Dabei 
werden nicht-methylierte Cytosine durch Bisulfit desaminiert und in Uracil umgewandelt, 
während 5-Methylcytosin aufgrund der Methylgruppe nicht mit Bisulfit reagiert und somit 
unverändert bleibt. In einer darauffolgenden PCR wird Uracil durch Thymin ersetzt, 
wodurch sich die PCR-Produkte methylierter und nicht-methylierter DNA-Abschnitte 
unterscheiden. Diese Sequenzunterschiede können zur Bestimmung des 
Methylierungsstatus genutzt werden. 
Die Bisulfit-Behandlung wurde mit 500 ng DNA und dem EZ DNA Methylation-Gold™ Kit 
(Zymo Research, Freiburg) gemäß Angaben des Herstellers durchgeführt. Am Ende wurde 
die DNA in 10 µl M-Elutionspuffer eluiert und 1 µl davon in der nachfolgenden PCR 
eingesetzt. Neben der mit Bisulfit behandelten DNA beinhaltete der PCR-Reaktionsansatz 
jeweils 0,4 µM Forward- bzw. Reverse-Primer und 1 x HotStarTaq Master Mix (Qiagen) in 
einem Endvolumen von 25 µl. Bei den eingesetzten Primern handelte es sich um 
Bisulfit-spezifische Primer, welche an ihrem 5´-Ende jeweils eine Forward- bzw. 
Reverse-Primer-spezifische Tag-Sequenz aufweisen. Die PCR umfasste 40 Zyklen, wobei vor 
dem ersten Zyklus eine initiale Denaturierung bei 95 °C für 15 min erfolgte. Ein Zyklus 
bestand aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 95 °C, einer Primer-
Hybridisierungsphase bei der jeweils spezifischen Anlagerungstemperatur für 30 s und 
einer Strangverlängerungsphase bei 72 °C für 45 s. Zuletzt folgte eine finale 
Strangverlängerungsphase bei 72 °C für 10 min. Die PCR-Produkte wurden danach mittels 
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die spezifischen DNA-Fragmente aus dem Gel 
ausgeschnitten (siehe Kapitel 2.3.6.2). Mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega) wurde die DNA aus dem Gel aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.7) und in 25 µl H2O 
eluiert. Schließlich wurde sie entweder mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Kapitel 2.3.18) 
oder Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung analysiert (siehe Kapitel 2.3.20). 
 
2.3.20 Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung 
Nach der in Kapitel 2.3.19 beschriebenen Bisulfit-Konvertierung der DNA wurden die 
Ansätze für die Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung vorbereitet. Dazu wurde eine 
sogenannte Re-PCR mit Primern durchgeführt, welche spezifisch für die Tag-Sequenzen der 
Primer waren, die zuvor für die PCR nach der Bisulfit-Konvertierung verwendeten wurden. 
Zudem wiesen die Primer eine jeweils probenspezifische Identifikationssequenz (MID, engl. 
multiplex identifier) sowie eine Adapter- und Schlüsselsequenz für die Sequenzierung mit 
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dem 454 GS Junior System (Roche Diagnostics) auf. Der PCR-Ansatz wurde mit 5 µl 
PCR-Produkt und jeweils 0,2 µM Forward- bzw. Reverse-Primer in 1 x HotStarTaq Master Mix 
(Qiagen) und einem Endvolumen von 50 µl angesetzt. Nach einer initialen 
Denaturierungsphase von 15 min bei 95 °C und 45 Zyklen mit jeweils 30 s bei 95 °C und 
1 min bei 72 °C folgte eine finale Strangverlängerungsphase bei 72 °C für 10 min. Das 
PCR-Produkt wurde anschließend mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.3.6.1) 
auf eventuell vorhandene Primer-Dimere und unspezifische Produkte hin überprüft und 
gegebenenfalls nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel ausgeschnitten (siehe 
Kapitel 2.3.6.2) sowie mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) 
aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.7). Das Volumen des nicht aufgereinigten PCR-Produkts bzw. 
des Eluats wurde mit H2O auf 50 µl ergänzt und die Probenvorbereitung von Sabine Kaya am 
Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Essen fortgesetzt. Hierfür wurde das 
System Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Krefeld) gemäß den Empfehlungen von 
Roche Diagnostics (Amplicon Library Preparation Method Manual) verwendet. Im Anschluss 
daran wurden die aufgereinigten Produkte gemäß Empfehlung von Roche Diagnostics 
verdünnt, vereinigt, in einer Emulsions-PCR klonal vervielfältigt (emPCR Amplification 
Method Manual - Lib-A) und mit dem 454 GS Junior System (Roche Diagnostics) sequenziert. 
Anhand der probenspezifischen Identifikationssequenzen konnten die Produkte 
anschließend mit dem Programm Amplikyzer (Rahmann et al. 2013) analysiert werden. 
 
2.3.21 Messung der Luciferaseaktivität 
Die Luciferaseaktivitätsmessung wurde zur Bestimmung der Aktivität der ausgewählten 
Promotorregionen mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) durchgeführt. 
Hierfür wurden Flp-In™-T-REx™-293-Zellen zunächst transient mit dem jeweiligen 
Luciferase-Reporterplasmid (pGL4.10-Testpromotor) sowie dem Luciferase-
Kontrollplasmid (pGL4.74) kotransfiziert (siehe Kapitel 2.2.5.1) und die Messung der 
Luciferaseaktivität 48 Stunden später wie im Folgenden beschrieben durchgeführt. Nach 
Abnehmen des Mediums wurden die adhärent wachsenden Zellen zunächst mit 100 µl DPBS 
gewaschen und durch Zugabe von 20 µl Passive Lysis Buffer 30 min im Dunkeln bei 
Raumtemperatur lysiert. Im Anschluss daran erfolgte die Luciferaseaktivitätsmessung laut 
Angaben des Herstellers vollautomatisch mit dem Luminometer Centro LB 960 (Berthold 
Technologies, Bad Wildbad). Nach Zugabe von 100 µl LARII-Substrat zu den Zelllysaten und 
einer Wartezeit von 2 s, wurde die Aktivität der Photinus-pyralis-Luciferase durch eine 
Lumineszenzmessung für 10 s bei 340 - 630 nm detektiert. Anschließend erfolgte die 
Zugabe des Substrates Stop & Glo und die Bestimmung der Renilla-reniformis-
Material und Methoden 
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Luciferaseaktivität auf die gleiche Weise. Für jede Promotorregion wurden jeweils 
fünf technische Replikate bestimmt und die Messung der Luciferaseaktivität auf diese Weise 








3.1 Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 in murinen embryonalen 
Stammzellen 
3.1.1 Auswahl und Klonierung des Homologiefragments zur Insertion der 
transkriptionellen Stoppkassette 
Es wurde angenommen, dass die paternale Kopie des Ube3a-Gens durch transkriptionelle 
Interferenz zwischen Snhg14- und Ube3a-Transkripten stillgelegt wird. Um diese Hypothese 
zu überprüfen, sollte durch Integration einer transkriptionellen Stoppkassette ein 
vorzeitiger Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 erzielt werden. Die Integration dieser 
Stoppkassette sollte durch homologe Rekombination vermittelt werden und in Intron 1 des 
paternalen Ube3a-Gens von murinen embryonalen Stammzellen (mES-Zellen) erfolgen. Auf 
diese Weise sollte eine überlappende Transkription von Snhg14 mit dem Ube3a-Promotor 
auf dem paternalen Allel verhindert und die daraus resultierenden Auswirkungen auf die 
Ube3a-Transkription untersucht werden. 
Der Integrationsort musste hierfür bestimmte Anforderungen erfüllen. Intron 1 des 
Ube3a-Gens ist 11,7 Kilobasen lang und besteht zu 19,9 Prozent aus 
Wiederholungssequenzen (https://genome.ucsc.edu/, UCSC Genome Browser, Mouse 
NCBI37/mm9). Da nicht bekannt war, wo der Transkriptabbruch nach Lesen des 
Terminationssignals in der Stoppkassette durch die RNA-Polymerase II tatsächlich erfolgen 
würde, musste der Integrationsort der Stoppkassette in ausreichendem Abstand zum 
Ube3a-Promotor gewählt werden. Zudem sollte er möglichst wenige 
Wiederholungssequenzen aufweisen, sodass eine gezielte, stabile Integration in das Genom 
der mES-Zellen mittels homologer Rekombination erfolgen würde. 
Gemäß den oben aufgeführten Anforderungen wurde ein Integrationsort mithilfe des UCSC 
Genome Browsers (https://genome.ucsc.edu/) ausgewählt, welcher eine 
Restriktionsschnittstelle für die Endonuklease MscI umfasst und 6,5 Kilobasen 
stromabwärts von Exon 1 des Ube3a-Gens lokalisiert ist (Abbildung 11). Für die Integration 
in das Genom der mES-Zellen mittels homologer Rekombination, musste die Stoppkassette 
von Sequenzen flankiert werden, welche homolog zum Integrationsort sind. Nach Auswahl 
und Klonierung dieser Homologieregion, ermöglichte die MscI-Restriktionsschnittstelle die 
Integration der Stoppkassette in diese Sequenz. Alternativ beinhaltete die ausgewählte 




Integration der Stoppkassette genutzt werden konnte. Diese Restriktionsschnittstelle ist 
4,6 Kilobasen von Exon 1 des Ube3a-Gens entfernt (Abbildung 11). 
Die ursprünglich ausgewählte Homologieregion umfasste circa 7,4 Kilobasen, 18,7 Prozent 
Wiederholungssequenzen und wurde von Restriktionsschnittstellen für die Endonuklease 
BstYI flankiert (UCSC Genome Browser, Mouse NCBI37/mm9, chr7:66,487,964-66,495,340). 
Das nach zahlreichen Zwischenschritten tatsächlich klonierte Homologiefragment umfasste 
schließlich nur circa 5,8 Kilobasen mit 15,4 Prozent Wiederholungssequenzen (UCSC 
Genome Browser, Mouse NCBI37/mm9, chr7:66,488,166-66,493,923) (Abbildung 11). 
 
 
Abbildung 11: Ausschnitt der Genregion von Ube3a mit dem geplanten Integrationsort der 
transkriptionellen Stoppkassette in Intron 1. Im oberen Teil der Abbildung sind Exon 1 und 2 des 
Ube3a-Gens dargestellt (blau). Dazwischen befindet sich Intron 1 mit dem geplanten Integrationsort der 
Stoppkassette, welcher in Form eines Stoppschildes angegeben ist. Unterhalb davon sind für die 
Klonierung des Konstruktes relevante Restriktionsschnittstellen, das für die Integration mittels 
homologer Rekombination geplante Homologiefragment von 7,4 Kilobasen Länge und das tatsächlich 
klonierte 5,8 Kilobasen lange Fragment abgebildet. Die Abbildung ist maßstabsgetreu entsprechend UCSC 
Genome Browser, Mouse NCBI37/mm9, chr7:66,483,904-66,496,742. 
 
Die Homologieregion sollte zunächst durch Restriktionsendonukleaseverdau aus dem 
bakteriellen artifiziellen Chromosom (BAC, engl. bacterial artificial chromosome) 
bMQ253k03 isoliert werden. Hierfür wurde das BAC mit der Restriktionsendonuklease 
BstYI gespalten und das entsprechende Fragment nach gelelektrophoretischer Auftrennung 
aus dem Gel eluiert. Da hierdurch jedoch nur geringe Mengen des gewünschten Produkts 
isoliert werden konnten und zudem Probleme bei der Ligation in die Klonierungsvektoren 
auftraten, wurde dieses Vorgehen nicht weiterverfolgt. Stattdessen sollte die 
Homologieregion mittels PCR vom BAC vervielfältigt werden. Da sich das gesamte 
7,4 Kilobasen lange Fragment jedoch nicht vervielfältigen ließ, wurde hierfür eine Region 
mit 6,9 Kilobasen ausgewählt. Die Homologieregion sollte demnach vom BAC entweder als 
Fragment mit 6,9 Kilobasen oder in zwei Teilen, als Fragment mit 2,9 und vier Kilobasen, 
vervielfältigt werden. Die Strategie zur Vervielfältigung der Homologieregion in zwei Teilen 
zeigte zwar Erfolg, das vier Kilobasen umfassende Fragment ließ sich jedoch nicht 
vollständig vervielfältigen. Daher umfasste das nach zahlreichen Zwischenschritten 
Exon 1 
BstYI BstYI StuI MscI 
Exon 2 
7,4 kb Homologiefragment  





schließlich klonierte Plasmid pBS-Ube3a_int1_6kb ein 5,8 Kilobasen langes 
Homologiefragment zu Intron 1 des Ube3a-Gens im Klonierungsvektor pBluescript II KS(+). 
Die Plasmidkarte ist im Anhang (siehe Kapitel 8.3.1) dargestellt. 
 
3.1.2 Klonierung der transkriptionellen Stoppkassette 
Der Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 sollte durch Integration einer transkriptionellen 
Stoppkassette in das Genom der mES-Zellen erfolgen. Die hierfür benötigte Stoppkassette 
wurde freundlicherweise von Dr. D. Barlow (CeMM, Wien) mit dem Plasmid 
pBS_tkneo511_BGfrt zur Verfügung gestellt. Dieses Plasmid umfasst das partielle Exon 2 
sowie das vollständige Intron 2 und Exon 3 des β-Globingens des Kaninchens und dessen 
Terminationssignal, welches nachweislich zur Termination der Transkription führt (Sleutels 
et al. 2002). Zudem umfasst das Plasmid das Thymidinkinasegen des Herpes-simplex-Virus 
(HSV-TK, engl. Herpes simplex virus thymidine kinase) als negativen Selektionsmarker und 
ein Neomycin-Resistenzgen für die positive Selektion stabil transfizierter Zellen. Im 
Folgenden werden Exon 2, Intron 2 und Exon 3 sowie das Terminationssignal des 
β-Globingens, das HSV-TK-Gen und das Neomycin-Resistenzgen zusammen als 
Stoppkassette bezeichnet. 
Im Anschluss an die Klonierung des Plasmids pBS-Ube3a_int1_6kb, welches das 
Homologiefragment beinhaltet, sollte die 4,7 Kilobasen lange Stoppkassette in dieses 
Plasmid inseriert werden. Dazu wurde die Stoppkassette zunächst durch Verdau von 
pBS_tkneo511_BGfrt mit der Restriktionsendonuklease SacII isoliert und sollte daraufhin in 
die MscI- oder alternativ in die StuI-Restriktionsschnittstelle des Homologiefragments 
inseriert werden. Trotz zahlreicher Ligationen, Transformationen und 
Plasmid-Präparationen blieb dieses Vorgehen jedoch erfolglos. Alternativ wurde das 
Stoppelement (bestehend aus Exon 2, Intron 2, Exon 3 und dem Terminationssignal) und 
das Neomycin-Resistenzgen separat mittels PCR vervielfältigt und sollte in zwei Schritten in 
das Plasmid pBS-Ube3a_int1_6kb inseriert werden. Nachdem der Erfolg dieses Vorgehens 
jedoch ebenfalls ausblieb, wurde die Insertion der Stoppkassette in pBS-Ube3a_int1_6kb 
mittels Gibson Assembly geplant. Hierbei sollte entweder das gesamte 
4,7-Kilobasen-Fragment oder das Stoppelement und das Neomycin-Resistenzgen separat 
inseriert werden. Dieses Vorgehen war jedoch ebenfalls nicht erfolgreich. 
Während der Klonierungsarbeiten erschien eine Veröffentlichung, die zeigte, dass ein 
vorzeitiger Abbruch der lncRNA Snhg14 die Stilllegung des paternalen Ube3a-Transkripts 
tatsächlich verhindert. Hierbei wurde die Stoppkassette zwischen den snoRNAs Snord115 




Ube3a-Transkript überlappte. Die Studie bestätigte zudem die Hypothese, dass die 
Expression des paternalen Ube3a-Gens durch transkriptionelle Interferenz gehemmt wird 
(Meng et al. 2013). Daher wurde das im Rahmen dieser Arbeit begonnene Projekt 
eingestellt. 
 
3.1.3 Differenzierung der murinen embryonalen Stammzellen in neuronale Zellen 
Da die Transkription der lncRNA Snhg14 ausschließlich in neuronalen Zellen mit dem 
paternalen Ube3a-Gen und dessen Promotor überlappt, sollten die mES-Zellen, nach 
Integration der Stoppkassette, in Neuronen differenziert werden. Die Etablierung der 
neuronalen Differenzierung erfolgte mit mES-Zellen ohne integrierte Stoppkassette. In 
Abbildung 12 sind die Zellen zehn Tage nach Beginn der neuronalen Differenzierung zu 
sehen, als sich bereits erste neuronale Strukturen gebildet hatten. Auf der linken Seite der 
Aufnahme befindet sich eine neuronale Rosette, welche sich während einer neuronalen 
Differenzierung typischerweise ausbildet. Aus diesen neuronalen Vorläuferzellen 
entwickeln sich schließlich reife Neuronen. Die langen fadenförmigen Strukturen sind 
Dendriten der neuronalen Zellen. 
 
 
Abbildung 12: Neuronale Differenzierung der mES-Zellen. Die Aufnahme zeigt die mES-Zellen zehn 
Tage nach Beginn der neuronalen Differenzierung bei 200-facher Vergrößerung (Inversmikroskop 
AXIOVERT 40, Carl Zeiss Jena). Auf der linken Seite der Aufnahme befindet sich eine neuronale Rosette, 
welche sich typischerweise während der neuronalen Differenzierung ausbildet und neuronale 
Vorläuferzellen enthält. Die langen fadenförmigen Strukturen auf der rechten Seite der Aufnahme sind 
Dendriten der neuronalen Zellen. 
 
Die für die neuronale Differenzierung verwendeten mES-Zellen besitzen in Intron 4 des 
Ube3a-Gens auf einem der beiden Allele ein integriertes lacZ-Gen. Da nicht bekannt war, ob 
sich das lacZ-Gen auf dem paternalen oder maternalen Allel der Zellen befindet, wurden 
während der neuronalen Differenzierung lacZ-Tests durchgeführt. In neuronalen Zellen 




des lacZ-Gens auf dem paternalen Ube3a-Allel ebenfalls keine lacZ-Genexpression erwarten. 
Zellen, die das lacZ-Gen exprimieren, färben sich nach der Zugabe des Substrates 
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal) blau. Bleibt eine Blaufärbung der 
Zellen nach Zugabe dieses Substrates aus, so wird das lacZ-Gen in diesen Zellen nicht 
exprimiert. 
Da sich die undifferenzierten mES-Zellen nach Zugabe von X-Gal blau färbten, wird das 
lacZ-Gen in diesen Zellen exprimiert (Abbildung 13). Nach der neuronalen Differenzierung 
und einer Behandlung mit X-Gal zeigten die differenzierten Zellen jedoch keine Blaufärbung, 
was auf eine Inaktivierung der lacZ-Genexpression hinweist. Die noch undifferenziert 
vorliegenden Zellen färbten sich wiederum blau. 
 
 
Abbildung 13: Ergebnis der im Verlauf der neuronalen Differenzierung durchgeführten lacZ-Tests. 
Die Abbildung zeigt die mES-Zellen nach Durchführung des lacZ-Tests bei 100-facher Vergrößerung. A Vor 
der neuronalen Differenzierung waren die undifferenzierten mES-Zellen in Zellverbänden organisiert und 
zeigten eine deutliche Blaufärbung nach der Behandlung mit X-Gal. B Acht Tage nach Beginn der 
neuronalen Differenzierung hatten sich bereits neuronale Strukturen zwischen den noch 
undifferenzierten Zellen ausgebildet. Nach der Behandlung mit X-Gal waren die noch undifferenzierten 
Zellen erneut blau gefärbt. C 24 Tage nach Beginn der neuronalen Differenzierung war ein Großteil der 
Zellen differenziert. Die ausdifferenzierten Zellen wiesen nach Durchführung des lacZ-Tests keine 
Blaufärbung auf, während die wenigen verbliebenen, undifferenzierten Zellen blau gefärbt waren. 
  
Da das lacZ-Gen in den differenzierten Zellen inaktiv zu sein schien, ist davon auszugehen, 
dass es auf dem paternalen Allel lokalisiert ist und durch die lncRNA Snhg14 ausgeschaltet 
wurde. Der lacZ-Test würde daher auch den Erfolg der neuronalen Differenzierung 
nachweisen, da die Inaktivierung der Genexpression auf dem paternalen Allel durch die 
lncRNA Snhg14 ausschließlich in neuronalen Zellen erfolgt. 
 
Da das Projekt, welches den Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 in Intron 1 des 
Ube3a-Gens zum Ziel hatte, eingestellt wurde, wurde die neuronale Differenzierung trotz 
vielversprechender Ergebnisse nicht weiterverfolgt. 
  




3.2 Etablierung eines induzierbaren Zellkulturmodells zur 
Untersuchung von TI 
3.2.1 Auswahl der Promotorregionen 
Zur Untersuchung von TI und ihrer Auswirkung auf beliebige humane Promotoren wurden 
zunächst geeignete Testpromotoren für die Etablierung des Zellkulturmodells ausgewählt. 
Da Studien in der Maus zeigten, dass die monoallelische Genexpression von Ube3a in 
Neuronen durch eine mit diesem Gen überlappende Transkription hervorgerufen wird, 
wurde der Promotor des humanen UBE3A-Gens für das Projekt gewählt (Meng et al. 2012; 
Meng et al. 2013). Die Auswahl der Promotoren HBA2 und MSH2 erfolgte anhand von 
Patientenstudien, die zeigten, dass eine mit den Genen HBA2 und MSH2 überlappende 
Transkription die Inaktivierung der Expression und Methylierung der Promotorregion des 
jeweiligen Gens verursacht (Tufarelli et al. 2003; Ligtenberg et al. 2009). 
Die putativen Promotorregionen von UBE3A, HBA2 und MSH2 wurden mithilfe des UCSC 
Genome Browsers und Informationen von SwitchGear Genomics (Menlo Park, USA) sowie 
GeneCopoeia (Rockville, USA) bestimmt. Als Anhaltspunkt für die Auswahl der putativen 
Promotorregionen diente das Vorkommen von bestimmten Histonmodifikationen. Die 
Trimethylierung des Histons H3 an Position vier des Lysins (H3K4me3) und die 
Acetylierung von Histon H3 an Position 27 des Lysins (H3K27ac) sind charakteristisch für 
aktive Promotoren, während H3K27ac zusammen mit einer Monomethylierung des Histons 
H3 an Position vier des Lysins (H3K4me1) aktive Enhancer kennzeichnet (Barski et al. 2007; 
Creyghton et al. 2010; Shlyueva et al. 2014). Die Angaben der Histonmodifikationen in den 
nachfolgenden Abbildungen stammen vom ENCODE-Konsortium (engl. Encyclopedia of DNA 
Elements Consortium) und basieren auf sieben verschiedenen Zelllinien. HEK293-Zellen und 
das Derivat Flp-In™ T-REx™ 293, welches für die Etablierung des Zellkulturmodells 
verwendet wurde, gehören jedoch nicht dazu. Die putativen Promotorregionen wurden so 
ausgewählt, dass sie stromaufwärts des jeweiligen Gens einen Bereich abdecken, in dem ein 
Großteil der Histonmodifikationen H3K4me1, H3K4me3 und H3K27ac auftritt. Da alle drei 
Gene eine CpG-Insel besitzen, wurde der Bereich zudem so gewählt, dass ungefähr die Hälfte 
der CpG-Insel abgedeckt wird. Für UBE3A wurde auf diese Weise ein 1020 Basenpaare 
langer Bereich als Testpromotor ausgewählt (UCSC Genome Browser, Human GRCh37/hg19, 
chr15:25,683,963-25,684,982) (Abbildung 14) und für MSH2 eine Region von 850 







Abbildung 14: Übersicht über die für das UBE3A-Gen ausgewählte Promotorregion. Im oberen Teil 
der Abbildung ist Chromosom 15 mit dem entsprechenden Locus des Testpromotors (roter Strich) und 
der Maßstab des darunter angegebenen Bereichs gezeigt. Unterhalb davon befindet sich die für UBE3A 
ausgewählte putative Promotorregion, welche 1020 Basenpaare umfasst (schwarzer Balken). Der rote 
Strich markiert dabei den Basenaustausch, welcher zur Unterscheidung des Testpromotors vom 
endogenen UBE3A-Promotor der Zelllinie genutzt werden kann. Darunter sind Exon 1 und ein Teil von 
Intron 1 des UBE3A-Gens (blau), die CpG-Insel 122 (grüner Balken) und der Transkriptionsstartpunkt 
(dunkelbrauner Strich) dargestellt. Die unterhalb davon angegebenen Histonmodifikationen H3K4me1, 
H3K4me3 und H3K27ac beruhen auf Daten von sieben verschiedenen Zelllinien des ENCODE-Projektes. 




Abbildung 15: Übersicht über die ausgewählte Promotorregion von MSH2. Der obere Abschnitt der 
Abbildung zeigt Chromosom 2 mit dem entsprechend markierten Locus des Testpromotors (roter Strich) 
und den Maßstab des unterhalb davon angegebenen Bereichs. Die ausgewählte putative Promotorregion 
des MSH2-Gens (schwarzer Balken) ist 850 Basenpaare lang und unterscheidet sich vom endogenen 
MSH2-Promotor der Zelllinie durch eine Base (roter Strich). Darunter sind Exon 1 und ein Teil von 
Intron 1 des MSH2-Gens (blau), die CpG-Insel 76 (grün) und der Transkriptionsstartpunkt (dunkelbrauner 
Strich) dargestellt. Die in der angegebenen Region vorkommenden Histonmodifikationen H3K4me1, 
H3K4me3 und H3K27ac sind im unteren Abschnitt der Abbildung gezeigt. Alle Angaben sind 
maßstabsgetreu gemäß UCSC Genome Browser, Human GRCh37/hg19, chr2:47,629,092-47,631,391 
aufgeführt. 
 
Da nicht bekannt war, ob für den Effekt der TI eventuell die gesamte CpG-Insel erforderlich 
sein würde und sich die CpG-Insel 108 sogar über einen Großteil des HBA2-Gens erstreckt, 
wurden für HBA2 zwei Bereiche als Testpromotoren ausgewählt. HBA2-short ist 




Browser, Human GRCh37/hg19, chr16:221,701-222,911), HBA2-long ist 1779 Basenpaare 
lang und schließt die gesamte CpG-Insel 108 ein (UCSC Genome Browser, Human 
GRCh37/hg19, chr16:221,701-223,479)(Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 16: Übersicht über die ausgewählten Testpromotoren von HBA2. Im oberen Abschnitt der 
Abbildung ist eine Übersicht über Chromosom 16 mit der entsprechenden Lokalisierung der 
Testpromotoren (roter Strich) und der Maßstab des darunter angegebenen Bereichs gezeigt. Unterhalb 
davon befinden sich die für die Etablierung des Zellkulturmodells ausgewählten Testpromotoren 
(schwarze Balken) mit den zur Unterscheidung vom endogenen Promotor verwendeten 
Sequenzunterschieden (rote Striche). HBA2-short (oberer schwarzer Balken) ist 1211 Basenpaare lang 
und beinhaltet den putativen Promotor und etwa die Hälfte der CpG-Insel 108 (grüner Balken), HBA2-long 
ist hingegen 1779 Basenpaare lang und umfasst neben dem putativen Promotor auch die gesamte 
CpG-Insel 108. Diese erstreckt sich über einen Großteil des HBA2-Gens (blau). Darunter sind der 
Transkriptionsstartpunkt (dunkelbrauner Strich) und das Vorkommen der Histonmodifikationen 
H3K4me1, H3K4me3 und H3K27ac im angegebenen Bereich dargestellt. Die Informationen sind 
maßstabsgetreu gemäß UCSC Genome Browser, Human GRCh37/hg19, chr16:221,580-223,879 angegeben. 
 
3.2.2 Klonierung der Konstrukte für die Promotoraktivitätsanalyse 
Die für die Etablierung des Zellkulturmodells ausgewählten putativen Promotorregionen 
wurden zunächst mit flankierenden 5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnittstellen 
vervielfältigt. Dabei wurde für die Vervielfältigung der putativen Promotoren der Gene 
UBE3A und MSH2 genomische DNA der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 verwendet, während 
für die Vervielfältigung der HBA2-Promotorregionen Plasmid-DNA eingesetzt wurde. Das 
humane Hämoglobin-Gen HBA2 und sein Promotor besitzen eine hohe 
Sequenzübereinstimmung mit anderen im Genom vorkommenden Hämoglobin-Genen, was 
die Vervielfältigung der Promotorregionen von genomischer DNA erschwerte. Daher 
wurden die Sequenzen HBA2-short und HBA2-long vom Plasmid pZErO-HBA4kbXhoI 
vervielfältigt, welches den HBA2-Promotor sowie das gesamte HBA2-Gen beinhaltet und 
freundlicherweise von Dr. C. Tufarelli (School of Medicine, Royal Derby Hospital, Derby, UK) 




Die PCR-Produkte wurden, abhängig von der verwendeten DNA-Polymerase, in den 
pCR™-Blunt II-TOPO®- oder pCR™2.1-Expressionsvektor inseriert und die Integrität der 
klonierten Promotoren durch Sanger-Sequenzierung überprüft. Um in der später 
durchgeführten Methylierungsanalyse den jeweiligen Testpromotor vom endogenen 
Promotor der Zelllinie unterscheiden zu können, wurde entweder durch ortsspezifische 
Mutagenese ein einzelner Basenaustausch vorgenommen oder es wurden Fragmente 
verwendet, die bereits Sequenzunterschiede aufwiesen. 
Für den MSH2-Testpromotor wurde daher mit ortsspezifischer Mutagenese ein 
Basenaustausch, entsprechend dem natürlich vorkommenden SNP (engl. single nucleotide 
polymorphism) rs1863332, durchgeführt. Da es in der Sequenz des UBE3A-Promotors kaum 
natürlich vorkommende SNPs mit einer Allel-Häufigkeit von mehr als einem Prozent gibt 
und die ortsspezifische Mutagenese aufgrund der Guanin- und Cytosin-reichen Sequenz 
nicht erfolgreich war, wurden für den UBE3A-Testpromotor zwei verschiedene Sequenzen 
ausgewählt, die jeweils einen Basenaustausch enthielten, der während der Vervielfältigung 
der Promotorsequenz entstanden war. Einer der beiden Basenaustausche befindet sich an 
Position 308 der ausgewählten Sequenz und weist im Vergleich zur genomischen DNA der 
Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 ein Guanin- anstelle eines Adenin-Nukleotids auf (A308G), in 
einer anderen Sequenz befindet sich an Position 855 ein Thymin- anstelle eines 
Cytosin-Nukleotids (C855T). Die vervielfältigten Promotorsequenzen des HBA2-Gens 
konnten unverändert für die nachfolgenden Experimente verwendet werden, da sie im 
Vergleich zur genomischen DNA der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 bereits an fünf Positionen 
eine unterschiedliche Base aufwiesen. Der jeweilige Basenaustausch war bereits in der 
Plasmid-DNA-Sequenz vorhanden, welche für die Vervielfältigung der HBA2-
Promotorregionen verwendet wurde. Es handelt sich dabei um die SNPs rs2541669, 
rs200340576 sowie rs187887324 und einen Basenaustausch an Position 716/717 der 
Testpromotorsequenzen. Die Testpromotoren weisen an Position 716/717 ein 
Thymin- gefolgt von einem Cytosin-Nukleotid auf, während sich in der genomischen DNA 
der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 an dieser Stelle ein Cytosin- gefolgt von einem 
Thymin-Nukleotid befindet (C716T, T717C). 
Die Aktivität der Testpromotoren sollte mit Luciferase-Reportergen-Experimenten getestet 
werden. Hierfür wurden die Testpromotoren in das pGL4.10-Luciferase-Reporterplasmid 
inseriert und die erhaltenen Plasmide sequenziert, um eine korrekte Orientierung der 




In der nachfolgenden Tabelle sind die beschriebenen, für die vorliegende Arbeit klonierten 
Plasmide aufgelistet (Tabelle 1). Die zugehörigen Plasmidkarten sind in Kapitel 8.3.2.1, die 
Sequenzen der Testpromotoren in Kapitel 8.2 des Anhangs angegeben. 
 
Tabelle 1: Übersicht über die für die Promotoraktivitätsanalyse klonierten Plasmide. 
Plasmid-Bezeichnung Beschreibung 
pTOPO-UBE3A_WT UBE3A-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit flankierender 
5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnittstelle in pCR™2.1 
pTOPO-UBE3A_A308G UBE3A-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit Basenaustausch 
(A308G) und flankierender 5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnitt-
stelle in pCR™2.1 
pTOPO-UBE3A_C855T UBE3A-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit Basenaustausch 
(C855T) und flankierender 5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnitt-
stelle in pCR™2.1 
pTOPO-HBA2-short_SNP HBA2-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit SNPs (rs2541669, 
rs200340576, rs187887324), Basenaustauschen (C716T, T717C) und 
flankierender 5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnittstelle in pCR™2.1 
pTOPO-HBA2-long_SNP HBA2-Promotor sowie gesamte CpG-Insel 108 der Zelllinie Flp-In™ 
T-REx™ 293 mit SNPs (rs2541669, rs200340576, rs187887324), 
Basenaustauschen (C716T, T717C) und flankierender 5´-XhoI- und 
3´-BamHI-Restriktionsschnittstelle in pCR™-Blunt II-TOPO® 
pTOPO-MSH2_WT MSH2-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit flankierender 
5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnittstelle in pCR™-Blunt II-TOPO® 
pTOPO-MSH2_SNP MSH2-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit SNP (rs1863332) 
und flankierender 5´-XhoI- und 3´-BamHI-Restriktionsschnittstelle in 
pCR™-Blunt II-TOPO® 
pGL4.10-UBE3A_WT XhoI/BamHI-UBE3A-Promotorfragment aus pTOPO-UBE3A_WT in XhoI-
Restriktionsschnittstelle von pGL4.10 
pGL4.10-UBE3A_A308G XhoI/BamHI-UBE3A-Promotorfragment aus pTOPO-UBE3A_A308G in 
XhoI-Restriktionsschnittstelle von pGL4.10 
pGL4.10-UBE3A_C855T XhoI/BamHI-UBE3A-Promotorfragment aus pTOPO-UBE3A_C855T in 
XhoI-Restriktionsschnittstelle von pGL4.10 
pGL4.10-HBA2-short_SNP XhoI/BamHI-HBA2-short-Promotorfragment aus pTOPO-HBA2-short_SNP 
in XhoI-Restriktionsschnittstelle von pGL4.10 
pGL4.10-HBA2-long_SNP XhoI/BamHI-HBA2-long-Promotorfragment aus pTOPO-HBA2-long_SNP 
in XhoI-Restriktionsschnittstelle von pGL4.10 
pGL4.10-MSH2_SNP XhoI/BamHI-MSH2-Promotorfragment aus pTOPO-MSH2_SNP in 





3.2.3 Aktivität der ausgewählten putativen Promotorregionen 
Die Aktivität der ausgewählten putativen Promotorregionen von UBE3A, HBA2 und MSH2 
wurde mithilfe des dualen Luciferase-Reportersystems bestimmt. Hierfür wurde die 
Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 mit dem Luciferase-Reporterplasmid, welches den jeweiligen 
Testpromotor beinhaltet, und dem Luciferase-Kontrollplasmid transient kotransfiziert. Das 
Reporterplasmid enthält ein aus Photinus pyralis stammendes Luciferasegen, welches 
abhängig vom integrierten Testpromotor exprimiert wird. Als interne Kontrolle diente das 
kotransfizierte Kontrollplasmid, welches ein aus Renilla reniformis stammendes 
Luciferasegen unter der Kontrolle des konstitutiven HSV-TK-Promotors beinhaltet. 
Aufgrund ihres unterschiedlichen evolutionären Ursprungs, besitzen die Photinus-pyralis- 
und Renilla-reniformis-Luciferase unterschiedliche Enzymstrukturen und Substrat-
anforderungen, welche die selektive Unterscheidung ihrer enzymatischen Reaktionen 
ermöglicht. Die Photonenemission, welche durch die enzymatische Reaktion der jeweiligen 
Luciferase hervorgerufen wird, korreliert bei ausreichender Substratmenge mit der 
Expression des Luciferase-Gens und daher mit der Aktivität des jeweiligen Promotors.  
Die Aktivität der Photinus-pyralis- und Renilla-reniformis-Luciferase wurde in drei 
biologischen Replikaten mit jeweils fünf technischen Replikaten bestimmt. Als 
Positivkontrollen wurden die Promotoren der Gene TRPS1 und HSV-TK verwendet, welche 
von Dr. S. Gkalympoudis am Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Essen 
jeweils in das Luciferase-Reporterplasmid pGL4.10 kloniert wurden. 
Die für die Testpromotoren bzw. Positivkontrollen gemessenen Werte wurden mit denen 
der internen Kontrolle normalisiert. Dadurch wurden potenziell unterschiedliche 
Transfektionseffizienzen ausgeglichen. Als Negativkontrolle wurde das Experiment jeweils 
mit dem Reporterplasmid ohne integrierten Testpromotor durchgeführt. Diese Ergebnisse 
wurden ebenfalls normalisiert und die auf diese Weise bestimmte Hintergrundaktivität auf 







Abbildung 17: Promotoraktivität der ausgewählten putativen Promotorregionen in der transient 
transfizierten Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293. Die Abbildung zeigt die relative Luciferaseaktivität, welche 
mithilfe des dualen Luciferase-Reportersystems für die verschiedenen putativen Promotoren von UBE3A, 
HBA2 und MSH2 sowie die Positivkontrollen HSV-TK und TRPS1 bestimmt wurden. Die Ergebnisse zeigen, 
dass alle ausgewählten Promotorregionen in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 aktiv sind. Dabei wiesen die 
verschiedenen UBE3A-Promotoren die stärkste Aktivität auf, gefolgt von HBA2-short, HBA2-long und 
MSH2. Die beiden UBE3A-Promotoren, die in ihrer Sequenz einen Basenaustausch besitzen (UBE3A A308G 
und UBE3A C855T), zeigten im Vergleich zum Wildtyp-Promotor (UBE3A WT) keinen signifikanten 
Aktivitätsunterschied. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass alle ausgewählten Promotorregionen in der Zelllinie 
Flp-In™ T-REx™ 293 aktiv sind. Für UBE3A konnte die stärkste Aktivität nachgewiesen 
werden, welche deutlich über der Aktivität der Positivkontrolle HSV-TK lag. Da für UBE3A 
zwei Testpromotorsequenzen ausgewählt wurden, die einen Basenaustausch aufweisen, der 
keinem natürlich vorkommenden SNP entspricht, wurde die Aktivität dieser 
Testpromotoren mit der Aktivität der Wildtyp-Sequenz verglichen. Die beiden 
UBE3A-Promotoren, welche die Sequenzunterschiede A308G und C855T aufweisen (UBE3A 
A308G und UBE3A C855T), zeigten dabei im Vergleich zum Wildtyp-Promotor (UBE3A WT) 
keinen signifikanten Aktivitätsunterschied. Für die nachfolgenden Experimente wurde 
daher die UBE3A-Promotorregion ausgewählt, welche sich vom endogenen 
UBE3A-Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 durch den Basenaustausch C855T 
unterscheidet. Dieser Basenaustausch liegt im Bereich der CpG-Insel des UBE3A-Promotors. 
Die schwächste Aktivität von allen untersuchten Testpromotoren zeigte der MSH2-Promotor 
mit SNP. Die Aktivität dieses Promotors war vergleichbar mit der Promotoraktivität des 
TRPS1-Promotors, welcher als zweite, schwächere Positivkontrolle verwendet wurde. 
Die Promotorregion HBA2-short, welche den HBA2-Promotor und circa die Hälfte der 
CpG-Insel 108 umfasst, zeigte im Vergleich zu HBA2-long, welche den HBA2-Promotor und 
























































HBA2-short deutlich oberhalb der Aktivität des HSV-TK-Promotors, während HBA2-long eine 
geringere Promotoraktivität als diese Positivkontrolle aufwies. 
Da die ausgewählten Promotorregionen in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 aktiv sind, 
konnten sie für die nachfolgenden Experimente verwendet werden. Im Folgenden werden 
diese Testpromotoren vereinfacht als UBE3A (anstelle von UBE3A C855T), HBA2-short 
(anstelle von HBA2-short SNP), HBA2-long (anstelle von HBA2-long SNP) und MSH2 (anstelle 
von MSH2 SNP) bezeichnet. 
 
3.2.4 Wirkung von Doxycyclin auf die Aktivität der ausgewählten Promotoren 
Da für die nachfolgenden Experimente eine Behandlung der Flp-In™-T-REx™-293-Zellen mit 
Doxycyclin erforderlich war, wurde die Wirkung von Doxycyclin auf die ausgewählten 
Testpromotoren untersucht (Abbildung 18). Hierfür wurde die Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
mit den Luciferase-Konstrukten transient transfiziert und anschließend eine Hälfte der 
Zellen für 24 Stunden mit Doxycyclin behandelt, während die andere Hälfte der Zellen 
weiterhin in Medium ohne zugesetztes Doxycyclin kultiviert wurde. 
Die Luciferaseaktivität wurde in drei biologischen Replikaten mit jeweils fünf technischen 
Replikaten bestimmt und die Normalisierung und Kalibrierung der Daten wie im 
vorangegangenen Kapitel beschrieben durchgeführt.  
 
 
Abbildung 18: Wirkung von Doxycyclin auf die Testpromotoren. Nach der Transfektion mit den 
Luciferase-Konstrukten wurde eine Hälfte der Flp-In™-T-REx™-293-Zellen für 24 Stunden mit Doxycyclin 
behandelt, während die andere Hälfte weiterhin in Medium ohne Doxycyclin kultiviert wurde. Die 
Abbildung zeigt die relative Luciferaseaktivität, welche mithilfe des dualen Luciferase-Reportersystems 
für die Testpromotoren UBE3A, HBA2-short, HBA2-long und MSH2 ohne Doxycyclin-Behandlung (grau) 
und nach 24-stündiger Doxycyclin-Behandlung (blau) der Zellen bestimmt wurde. In den mit Doxycyclin 
behandelten Zellen wurde im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen kein signifikanter 


























































Im Vergleich zu den Ergebnissen im vorangegangenen Kapitel, wurde bei dieser 
Promotoraktivitätsanalyse eine niedrigere Aktivität für den UBE3A-Testpromotor bestimmt, 
während die Promotoraktivität von HBA2-short, HBA2-long und MSH2 mit den Ergebnissen 
des vorangegangenen Experiments übereinstimmen (siehe Kapitel 3.2.3). Die Aktivität des 
UBE3A-Testpromotors war vergleichbar zu der des HBA2-short-Testpromotors und wies 
damit nicht, wie im vorangegangenen Experiment, mit Abstand die stärkste Aktivität auf. 
Sowohl für die stärkeren Testpromotoren UBE3A, HBA2-short und HBA2-long als auch für 
den schwächeren MSH2-Testpromotor, konnte kein signifikanter Aktivitätsunterschied in 
den unbehandelten und mit Doxycyclin behandelten Zellen bestimmt werden. Die 
Ergebnisse zeigen demnach, dass Doxycyclin keinen signifikanten Aktivitätsunterschied bei 
den ausgewählten Testpromotoren hervorruft. Somit konnten alle Testpromotoren für die 
Etablierung des Zellkulturmodells eingesetzt werden. 
 
3.2.5 Klonierung der Konstrukte für das Zellkulturmodell 
Nachdem die Aktivität der ausgewählten Promotorregionen bestätigt und eine Auswirkung 
von Doxycyclin auf die Promotoraktivität ausgeschlossen werden konnte, erfolgte die 
Klonierung der sogenannten Minigene. Diese umfassen den jeweiligen Testpromotor sowie 
das Reportergen EGFP (engl. enhanced green fluorescent protein) und wurden in 
konvergenter (Antisense, AS) oder in Tandem-Orientierung (Sense) zu einem weiteren 
Promotor integriert, welcher die Expression eines zweiten Transkripts kontrolliert. Dieser 
Promotor ist mit Doxycyclin induzierbar und Teil des humanen 
Flp-In™-T-REx™-293-Systems, welches für die Etablierung des Zellkulturmodells verwendet 
wurde. 
Für die Klonierung der Minigene wurden die Testpromotoren in den Vektor pEGFP_N3 
ligiert, welcher die cDNA des Reportergens EGFP beinhaltet (Tabelle 2). Anschließend 
wurden die Minigene aus diesen Plasmiden ausgeschnitten und in den Basic_Vector 
inseriert. 
Für die Klonierung dieses Basic_Vectors wurde erneut das Plasmid pBS_tkneo511_BGfrt 
verwendet. Wie bereits in Kapitel 3.1.2 beschrieben, beinhaltet dieses Plasmid das partielle 
Exon 2, das gesamte Intron 2 sowie Exon 3 und das Terminationssignal des β-Globingens 
des Kaninchens, was im Folgenden zusammen als Exon_2/3 bezeichnet wird. Exon_2/3 
wurde aus diesem Plasmid ausgeschnitten und in den Vektor pBluescript II KS(+) ligiert, 
was in dem Plasmid pBS-Ex2/3 resultierte. Dieses Plasmid weist eine ausschließlich in 
Intron 2 vorkommende HincII-Schnittstelle auf, die für die Insertion eines 




die Restriktionsendonukleasen SmaI, KpnI, EcoRV sowie BamHI auf und sollte die 
Integration der Minigene in Intron 2 von Exon_2/3 ermöglichen. Die Integration des 
Klonierungslinkers in die HincII-Schnittstelle von pBS-Ex2/3 führte zu dem Plasmid 
pBS-Ex2/3-linker. Da die Ligation über kompatible, glatte Enden erfolgte, wurde die 
Orientierung des Klonierungslinkers mittels Sanger-Sequenzierung bestimmt. Anschließend 
wurde Exon_2/3 zusammen mit dem Klonierungslinker in das Expressionsplasmid 
pcDNA5/FRT/TO kloniert, welches den induzierbaren CMV-Promotor beinhaltet. Auf diese 
Weise entstand das Plasmid pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3-linker, welches im Folgenden als 
Basic_Vector bezeichnet wird und Exon_2/3 mit dem Klonierungslinker unter der Kontrolle 
des mit Doxycyclin induzierbaren CMV-Promotors enthält (Tabelle 2) (Abbildung 19A). 
 
Tabelle 2: Übersicht über die für das Zellkulturmodell klonierten EGFP-Plasmide und die Plasmide 
zur Herstellung des Basic_Vectors. 
Plasmid-Bezeichnung Beschreibung 
pEGFP-UBE3A XhoI/BamHI-UBE3A-Promotorfragment aus 
pTOPO-UBE3A_C855T in XhoI/BamHI-Restriktionsschnittstellen von 
pEGFP_N3 
pEGFP-HBA2-short XhoI/BamHI-HBA2-short-Promotorfragment aus 
pTOPO-HBA2-short_SNP in XhoI/BamHI-Restriktionsschnittstellen von 
pEGFP_N3 
pEGFP-HBA2-long XhoI/BamHI-HBA2-long-Promotorfragment aus 
pTOPO-HBA2-long_SNP in XhoI/BamHI-Restriktionsschnittstellen von 
pEGFP_N3 
pEGFP-MSH2 XhoI/BamHI-MSH2-Promotorfragment aus pTOPO-MSH2_SNP in 
XhoI/BamHI-Restriktionsschnittstellen von pEGFP_N3 
pBS-Ex2/3 HindIII/XhoI-Exon_2/3-Fragment aus pBS_tkneo511_BGfrt in 
HindIII/XhoI-Restriktionsschnittstellen von pBluescript II KS(+) 
pBS-Ex2/3-linker Klonierungslinker mit Schnittstellen für die Restriktions-
endonukleasen SmaI, KpnI, EcoRV sowie BamHI in HincII-
Restriktionsschnittstelle von pBS-Ex2/3 
Basic_Vector HindIII/XhoI-Exon_2/3-Fragment inklusive Klonierungslinker aus 
pBS-Ex2/3-linker in HindIII/XhoI-Restriktionsschnittstellen von 
pcDNA5/FRT/TO 
 
Nach der Klonierung des Basic_Vectors wurden die Minigene in dieses Plasmid inseriert. 
Hierfür wurde der Basic_Vector mit der Restriktionsendonuklease EcoRV im 
Klonierungslinker gespalten und die Testpromotoren zusammen mit dem EGFP-Gen in 






Abbildung 19: Klonierte Konstrukte für die Etablierung des Zellkulturmodells. A Der Basic_Vector 
beinhaltet den induzierbaren CMV-Promotor (dunkelblau), Exon_2/3 (hellblau) mit dem integrierten 
Klonierungslinker (violett) und ein Terminationssignal (grau). B Bei den Sense-Konstrukten wurde in den 
Basic_Vector der jeweilige Testpromotor (dunkelgrün) und das Reportergen EGFP (hellgrün) in Intron 2 
von Exon_2/3 inseriert. Der Testpromotor ist dabei in Sense-Orientierung zum induzierbaren 
CMV-Promotor angeordnet. C Die Antisense-Konstrukte umfassen ebenfalls den jeweiligen Testpromotor 
und das Reportergen EGFP in Intron 2 von Exon_2/3 des Basic_Vectors, allerdings in 
Antisense-Orientierung zum CMV-Promotor. Zusätzlich dazu befindet sich ein Terminationssignal (grau) 
stromabwärts des EGFP-Gens. 
 
Für die Klonierung der Sense-Konstrukte wurden die Testpromotoren und das EGFP-Gen 
mithilfe der Restriktionsendonukleasen XhoI und XbaI aus dem Vektor pEGFP_N3 
ausgeschnitten und mittels Mung-Bean-Nuklease kompatible, glatte Enden für die 
Klonierung in den Basic_Vector erzeugt. Nach der Ligation, Transformation und Präparation 
der Plasmid-DNA wurden Plasmide ausgewählt, welche den Testpromotor in 
Sense-Orientierung zum CMV-Promotor integriert hatten (Abbildung 19B). Dies führte zu 
den Plasmiden pcDNA5/FRT/TO-Testpromotor_Sense (Tabelle 3). Für die 
Antisense-Konstrukte wurde neben den Testpromotoren und dem EGFP-Gen auch das 
stromabwärts des EGFP-Gens gelegene Terminationssignal aus dem Vektor pEGFP_N3 mit 
ausgeschnitten. Der Restriktionsverdau erfolgte dabei mit XhoI und SspI und führte zu den 
Plasmiden pcDNA5/FRT/TO-Testpromotor_AS (Tabelle 3). Diese haben das Minigen in 
Antisense-Orientierung zum CMV-Promotor integriert (Abbildung 19C). 
Der Erfolg jedes einzelnen Klonierungsschrittes wurde mittels Restriktionsendonuklease-




Testpromotor EGFP PolyA 
Exon 2 Exon 3 PolyA 
C Antisense-Konstrukt 
CMV-Promotor Exon 2 Exon 3 PolyA 
B Sense-Konstrukt 







Tabelle 3: Übersicht über die für das Zellkulturmodell klonierten Sense- und Antisense-Konstrukte. 
Plasmid-Bezeichnung Beschreibung 
pcDNA5/FRT/TO-UBE3A_Sense XhoI/XbaI-UBE3A-EGFP-Fragment aus pEGFP-UBE3A in EcoRV-
Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-HBA2-short_Sense XhoI/XbaI-HBA2-short-EGFP-Fragment aus pEGFP-HBA2-short 
in EcoRV-Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-HBA2-long_Sense XhoI/XbaI-HBA2-long-EGFP-Fragment aus pEGFP-HBA2-long in 
EcoRV-Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-MSH2_Sense XhoI/XbaI-MSH2-EGFP-Fragment aus pEGFP-MSH2 in EcoRV-
Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-UBE3A_AS XhoI/SspI-UBE3A-EGFP-Fragment aus pEGFP-UBE3A in EcoRV-
Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-HBA2-short_AS XhoI/SspI-HBA2-short-EGFP-Fragment aus pEGFP-HBA2-short 
in EcoRV-Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-HBA2-long_AS XhoI/SspI-HBA2-long-EGFP-Fragment aus pEGFP-HBA2-long in 
EcoRV-Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
pcDNA5/FRT/TO-MSH2_AS XhoI/SspI-MSH2-EGFP-Fragment aus pEGFP-MSH2 in EcoRV-
Restriktionsschnittstelle des Basic_Vectors 
 
3.2.6 Herstellung stabiler Zelllinien zur Untersuchung überlappender 
Transkription 
Für die Etablierung des Zellkulturmodells wurde das humane Flp-In™-T-REx™-293-System 
verwendet, welches die gezielte, stabile Integration eines Zielgens in das Genom der Zellen 
mittels Flp-Rekombinase erlaubt. Durch Kotransfektion mit dem pCSFLPe-Plasmid, welches 
für die Flp-Rekombinase kodiert und dem jeweiligen Expressionsplasmid, welches das 
entsprechende Zielgen enthält, wurden die Zellen stabil transfiziert. Die Flp-Rekombinase 
vermittelt die Rekombination zwischen FRT-Rekombinationsstellen im Genom der Zellen 
und auf dem Expressionsplasmid pcDNA5/FRT/TO. Nach der Rekombination besitzen die 
Zellen hierdurch statt einer Zeocin-Resistenz eine Hygromycin-Resistenz, welche für die 
Selektion stabil transfizierter Zellen genutzt werden kann. Zudem wird durch das 
Rekombinationsereignis das Leseraster des lacZ-Gens der Ausgangszelllinie zerstört, sodass 
die erfolgreiche Integration des Zielgens mithilfe eines lacZ-Tests überprüft werden kann. 
Nach Zugabe des Substrates X-Gal färbte sich die Ausgangszelllinie blau, während die 
erfolgreich transfizierten Zelllinien keine Farbänderung zeigten. Auf diese Weise wurden für 






Abbildung 20: lacZ-Genexpression in der Ausgangszelllinie und den stabil transfizierten 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen. Während die Ausgangszelllinie ein aktives lacZ-Gen besitzt und nach der 
Durchführung des lacZ-Tests eine deutliche Blaufärbung aufwies (linke Aufnahme), zeigten die stabil 
transfizierten Zellen keine Farbänderung, da durch das Rekombinationsereignis das Leseraster des 
lacZ-Gens zerstört wurde (rechte Aufnahme). Die rechte Abbildung zeigt repräsentativ Zellen der Zelllinie 
HBA2-long_AS nach Durchführung des lacZ-Tests. Beide Aufnahmen wurden bei 100-facher Vergrößerung 
(Inversmikroskop AXIOVERT 40, Carl Zeiss Jena) gemacht. 
 
Für die nachfolgenden Experimente wurden für die Testpromotoren UBE3A, HBA2-short und 
HBA2-long drei Zellklone der jeweiligen Antisense-Zelllinie ausgewählt. Im Gegensatz dazu 
erfolgten die mit dem MSH2-Testpromotor durchgeführten Experimente mit drei Zellklonen 
der Sense-Zelllinie. Diese Zelllinien wurden für die Experimente ausgewählt, da sie die 
Situation imitieren, die in Zellen bestimmter Patienten oder Geweben zu einer 
überlappenden Transkription und einer damit verbundenen Repression der Genexpression 
führt. Das paternale UBE3A-Gen wird in neuronalen Zellen durch die Transkription der 
lncRNA SNHG14 in Antisense-Richtung überlappt (siehe Kapitel 1.4.1), das HBA2-Gen in 
einem α-Thalassämie-Patienten von dem verlängerten LUC7L-Transkript (siehe Kapitel 
1.4.2). Bei bestimmten Lynch-Syndrom-Patienten führt ein verlängertes EPCAM-Transkript, 
welches mit dem MSH2-Promotor, im Gegensatz zu den anderen beiden Beispielen, in Sense-
Richtung überlappt, zur Repression der MSH2-Genexpression (siehe Kapitel 1.5). 
 
3.2.7 Auswirkungen der überlappenden Transkription auf die 
EGFP-Proteinexpression 
Nach der erfolgreichen Herstellung stabiler Zelllinien wurde in diesen Zellen durch die 
Zugabe von Doxycyclin der CMV-Promotor induziert. Hierdurch sollte die überlappende 
Transkription der Exon_2/3- und EGFP-Transkripte hervorgerufen werden. Bei einer daraus 
resultierenden TI würde eine Reduktion der EGFP-Expression und somit eine verminderte 
Expression des EGFP-Proteins erwartet, was in einer verminderten EGFP-Fluoreszenz 
resultieren würde. 
Um das Vorkommen von Transkripten und EGFP-Proteinen, welche vor dem 





erfolgte die erste Analyse der Zellen erst nach dreitägiger Behandlung mit Doxycyclin. Des 
Weiteren sollten spätere Zeitpunkte Auskunft darüber geben, ob ein eventuell durch die 
überlappende Transkription hervorgerufener Effekt bei längerer Einwirkung verstärkt 
würde. Jeweils drei Zellklone einer Zelllinie wurden daher drei, sieben und zehn Tage mit 
Doxycyclin behandelt und für jeden Zeitpunkt sowie Zellklon eine unbehandelte Kontrolle 
mitgeführt. Die Expression des EGFP-Proteins wurde dabei durch Fluoreszenz-Mikroskopie 
detektiert. Die aufgenommenen Bilder einer der drei untersuchten Zellklone der Zelllinie 
HBA2-short_AS sind gezeigt (Abbildung 21). 
 
 
Abbildung 21: Detektion der EGFP-Fluoreszenz in Zellen der Zelllinie HBA2-short_AS. Die 
Aufnahmen im oberen Teil der Abbildung zeigen die unbehandelten Kontrollen der Zelllinie 
HBA2-short_AS A drei, B sieben und C zehn Tage nach Beginn des Experiments. Im unteren Teil der 
Abbildung sind die D drei, E sieben und F zehn Tage mit Doxycyclin behandelten Zellen zu sehen, die eine 
geringere EGFP-Fluoreszenz im Vergleich zu den Kontrollen aufwiesen. Die Aufnahmen der Kontrollen 
und der mit Doxycyclin behandelten Zellen erfolgten parallel zum jeweils gleichen Zeitpunkt. Abgebildet 
sind repräsentativ die Aufnahmen von einem der drei untersuchten Zellklone, die mit 100-facher 
Vergrößerung, einer Belichtungsdauer von 277 ms und einem Helligkeitswert von 4,2 mit dem 
Inversmikroskop DMI4000 B von Leica Microsystems (Wetzlar) erfolgten. Die Aufnahmen der beiden 
anderen Zellklone der Zelllinie HBA2-short_AS sind mit den dargestellten Ergebnissen vergleichbar. 
 
Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die mit Doxycyclin behandelten Zellen eine geringere 
EGFP-Fluoreszenz, was darauf schließen lässt, dass das EGFP-Gen in diesen Zellen 
schwächer exprimiert wurde. Die Stärke der EGFP-Fluoreszenz war bei den für drei, sieben 
und zehn Tagen mit Doxycyclin behandelten Zellen vergleichbar und eine Zunahme des 
Effektes durch eine längere Behandlungsdauer in dieser Analyse nicht erkennbar. 
Die untersuchten stabilen Linien der anderen Testpromotoren wiesen im Vergleich zur 
Zelllinie HBA2-short_AS eine geringere EGFP-Fluoreszenz auf: Für die drei Zellklone der 
Zelllinie UBE3A_AS konnte eine mäßige EGFP-Fluoreszenz detektiert werden, die in den mit 
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Doxycyclin behandelten Zellen noch schwächer war. Die Detektion der EGFP-Fluoreszenz 
der Zelllinie HBA2-long_AS war kaum noch möglich und für die Zelllinie MSH2_Sense konnte 
keine EGFP-Fluoreszenz erfasst werden, da die Promotoraktivität von MSH2 hierfür zu 
schwach war (Daten sind nicht gezeigt). 
 
3.2.8 Auswirkungen der überlappenden Transkription auf die Genexpression 
3.2.8.1 Untersuchung der überlappenden Transkription mittels qRT-PCR 
Für eine genauere Untersuchung der Auswirkungen, die durch eine überlappende 
Transkription mit den Testpromotoren hervorgerufen werden, wurde die Expression von 
Exon_2/3 und EGFP mittels qRT-PCR analysiert. Hierfür wurde die reverse Transkription 
von Gesamt-RNA mit Oligo d(T)16-Primern durchgeführt, die an den PolyA-Schwanz der 
mRNA-Transkripte binden. Auf diese Weise sollte gewährleistet werden, dass nur von 
vollständig transkribierten, und nicht bereits vorzeitig abgebrochenen, mRNA-Transkripten 
cDNA synthetisiert wurde. Zudem erfolgte die qRT-PCR für Exon_2/3 mit einem 
Primer-Paar, das in Exon 2 und Exon 3 bindet. Dadurch sollte ebenfalls eine Detektion von 
vorzeitig abgebrochenen Transkripten, die kein Exon 3 beinhalten, verhindert werden. Des 
Weiteren sollte hierdurch eine Detektion von ungespleißten Transkripten verhindert 
werden, da diese neben Intron 2 auch das Minigen enthalten. Das mit den Primern 
vervielfältigte Produkt umfasst für das gespleißte Exon_2/3-Transkript 61 Basenpaare, für 
die ungespleißten Exon_2/3-Transkripte, abhängig von der Länge des jeweiligen 
Testpromotors, zwischen 2,5 und 3,5 Kilobasen. Eine Detektion von ungespleißten 
Exon_2/3-Transkripten, welche das Minigen beinhalten, konnte daher bei der 
durchgeführten qRT-PCR ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu Exon_2/3 besitzt das 
integrierte EGFP-Gen kein Intron, weshalb keine Intron-überspannenden Primer für die 
qRT-PCR eingesetzt werden konnten. Durch die bereits erwähnte cDNA-Synthese mit 
Oligo d(T)16-Primern konnte eine Detektion von vorzeitig abgebrochenen Transkripten 
jedoch unterbunden werden. 
Die in der Zelllinie Basic_Vector und den Sense- und Antisense-Zelllinien nach der Induktion 







Abbildung 22: Übersicht über die in den verschiedenen Zelllinien erwartete Expression von 
Exon_2/3 und EGFP nach der Induktion des CMV-Promotors mit Doxycyclin. Nach Induktion des 
CMV-Promotors (dunkelblau) mit Doxycyclin erfolgt in allen Zelllinien die Transkription von Exon_2/3 
(hellblau). Das erwartete, gespleißte mRNA-Transkript ist im rechten Teil der Abbildung mit den Primern 
für die qRT-PCR (rot) dargestellt, die sowohl in Exon 2 als auch in Exon 3 (hellblaue Linie) binden. Die 
Sense- und Antisense-Zelllinien transkribieren zusätzlich dazu das EGFP-Reportergen (hellgrün), welches 
durch den jeweiligen Testpromotor (dunkelgrün) kontrolliert wird. Die erwarteten mRNA-Transkripte 
von EGFP (hellgrüne Linie) sind unterhalb der Exon_2/3-Transkripte dargestellt. Nach Induktion des 
CMV-Promotors überlappt bei den Sense- und Antisense-Zelllinien die Transkription von Exon_2/3 und 
EGFP. 
 
Jeweils drei Klone der Zelllinien UBE3A_AS, HBA2-short_AS, HBA2-long_AS und MSH2_Sense 
wurden für drei, sieben, zehn und 14 Tage mit Doxycyclin behandelt und für jeden Zeitpunkt 
eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. 
Für die qRT-PCR-Analyse wurde GAPDH als Referenzgen für die Normalisierung der 
Exon_2/3- und EGFP-Expression eingesetzt. Zudem wurde der Mittelwert der Ergebnisse 
der unbehandelten Kontrollen auf eins gesetzt. Für die Berechnung der statistischen 
Signifikanz der Ergebnisse wurde ein Mann-Whitney-Test durchgeführt. 
Nach der Induktion des CMV-Promotors mit Doxycyclin wurde für die Zelllinie UBE3A_AS 
eine circa 23-fache Zunahme der Exon_2/3-Expression bestimmt (Abbildung 23). Die Dauer 
der Doxycyclin-Behandlung hatte dabei keinen Einfluss auf die Stärke der Expression. Nach 
dreitägiger Behandlung der Zellen mit Doxycyclin wurde Exon_2/3 in ähnlicher Höhe wie 
nach 14-tägiger Doxycyclin-Behandlung exprimiert. Im Gegensatz zur Exon_2/3-Expression, 
war die EGFP-Expression in den mit Doxycyclin behandelten Zellen reduziert und wurde im 
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unterschiedliche Dauer der Doxycyclin-Behandlung ebenfalls keinen Einfluss auf das 
Ergebnis. 
Einer der untersuchten unbehandelten Klone der Zelllinie UBE3A_AS zeigte eine, im 




Abbildung 23: qRT-PCR-Ergebnisse der Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit Doxycyclin 
behandelten und unbehandelten Ansätzen der Zelllinie UBE3A_AS. Drei verschiedene Klone der 
Zelllinie UBE3A_AS (Kreis, Quadrat und Dreieck) wurden für drei, sieben, zehn sowie 14 Tage mit 
Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt eine unbehandelte Kontrolle (- Dox) mitgeführt. 
Nach Zugabe von Doxycyclin zeigten die Zellen, im Vergleich zu den Kontrollen, eine höhere Exon_2/3- 
(blau) und niedrigere EGFP-Expression (grün). Dabei ist die Dauer der Doxycyclin-Behandlung mit 
unterschiedlichen Farben gekennzeichnet. Die Ergebnisse wurden auf die Expression von GAPDH 
normalisiert und der jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins 
gesetzt. Der Median ist angegeben und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit einem 
Mann-Whitney-Test (**** p ≤ 0,0001). 
 
Für die Zelllinien HBA2-short_AS und HBA2-long_AS wurde eine circa zehnfache bzw. 
21-fache Zunahme der Exon_2/3-Expression nach Induktion des CMV-Promotors mit 
Doxycyclin bestimmt. Die EGFP-Expression war nach der Doxycyclin-Behandlung in 
HBA2-short_AS-Zellen (Abbildung 24) als auch Zellen der Linie HBA2-long_AS (Abbildung 
25) circa dreifach niedriger als in den Kontrollen. Im Vergleich zur Zelllinie HBA2-long_AS 
variieren die Ergebnisse der Exon_2/3- und EGFP-Expression für HBA2-short_AS in Bezug 




deutlich stärker. Nach dreitägiger Behandlung der Zelllinie HBA2-short_AS mit Doxycyclin 
wurde eine, im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten, höhere Exon_2/3-Expression 
bestimmt. Zusätzlich dazu variierte auch die EGFP-Expression sowohl zwischen den 
verschiedenen Zeitpunkten als auch den unterschiedlichen Zellklonen stark. Die circa 
dreifache Abnahme der EGFP-Expression ist für die Zelllinie HBA2-short_AS daher deutlich 
weniger signifikant als für die Zelllinie HBA2-long_AS. 
 
 
Abbildung 24: Expression von Exon_2/3 und EGFP in den mit Doxycyclin behandelten und 
unbehandelten HBA2-short_AS-Zellen. Für drei, sieben, zehn sowie 14 Tage wurden drei Klone der 
Zelllinie HBA2-short_AS (Kreis, Quadrat und Dreieck) mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden 
Zeitpunkt eine Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die behandelten 
Zellen nach Zugabe von Doxycyclin eine höhere Exon_2/3-Expression (blau) und eine Abnahme der 
EGFP-Expression (grün). Die unterschiedlichen Farben stehen für die Dauer der Doxycyclin-Behandlung. 
Alle Ergebnisse wurden auf die Expression von GAPDH normalisiert und der jeweilige Mittelwert der 
Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der Median ist gezeigt und für die 
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde ein Mann-Whitney-Test durchgeführt (**** p ≤ 0,0001; 






Abbildung 25: Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse für die Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit 
Doxycyclin behandelten und unbehandelten HBA2-long_AS-Zellen. Drei verschiedene HBA2-long_AS-
Klone (Kreis, Quadrat und Dreieck) wurden für drei, sieben, zehn sowie 14 Tage mit Doxycyclin behandelt 
(+ Dox) und für jeden Zeitpunkt eine unbehandelte Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Nach Zugabe von 
Doxycyclin zeigten die Zellen eine höhere Exon_2/3- (blau) und niedrigere EGFP-Expression (grün) im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Die Dauer der Doxycyclin-Behandlung ist mit 
unterschiedlichen Farben angegeben. Für die Normalisierung der Daten wurde GAPDH als Referenzgen 
verwendet und der jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins 
gesetzt. Der Median ist eingezeichnet und die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mit einem 
Mann-Whitney-Test berechnet (**** p ≤ 0,0001). 
 
Nach der Induktion des CMV-Promotors in drei verschiedenen Klonen der Zelllinie 
MSH2_Sense konnte, verglichen mit den Kontrollen, nur eine circa achtfach höhere 
Exon_2/3-Expression nachgewiesen werden. Damit zeigte MSH2_Sense, im Vergleich zu den 
anderen Zelllinien, die schwächste Zunahme der Exon_2/3-Expression. Zudem variierten die 
Ergebnisse der EGFP-Expression für die unterschiedlichen Zellklone sehr stark. Eine 
signifikante Änderung der EGFP-Expression konnte daher auf diese Weise nicht 






Abbildung 26: Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit Doxycyclin behandelten und 
unbehandelten Ansätzen der Zelllinie MSH2_Sense. Für drei, sieben, zehn sowie 14 Tage wurden drei 
MSH2_Sense-Klone (Kreis, Quadrat und Dreieck) mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt 
eine Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zeigten die mit Doxycyclin 
behandelten Zellen eine höhere Exon_2/3-Expression (blau), aber keine signifikant niedrigere 
EGFP-Expression (grün). Die unterschiedlichen Farben kennzeichnen die Dauer der Doxycyclin-
Behandlung. Für die Normalisierung der Daten wurde GAPDH als Referenzgen verwendet und der 
jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der Median ist 
angegeben und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit einem Mann-Whitney-Test 
(**** p ≤ 0,0001). 
 
Mit Ausnahme von MSH2_Sense zeigten die untersuchten Zelllinien somit nach drei, sieben, 
zehn und 14 Tagen Doxycyclin-Behandlung sowohl eine Änderung der Exon_2/3- als auch 
der EGFP-Expression. Durch die Zugabe von Doxycyclin wurde die überlappende 
Transkription zwischen Exon_2/3- und EGFP-Transkripten induziert. Da eine Auswirkung 
von Doxycyclin auf die Promotoraktivität zuvor ausgeschlossen wurde, erfolgte die 
Abnahme der EGFP-Expression in den mit Doxycyclin behandelten Zellen somit durch die 
Induktion der überlappenden Transkription. Die Ergebnisse zeigen jedoch teilweise eine 
starke Streuung, weshalb das Verfahren zur Untersuchung der überlappenden 
Transkription optimiert wurde. 
 
3.2.8.2 Optimierte Untersuchung der überlappenden Transkription mittels qRT-PCR 
Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analysen im vorangegangenen Kapitel zeigen zwar eine 




der EGFP-Expression, allerdings variieren die Ergebnisse für die untersuchten Klone einer 
Zelllinie teilweise sehr stark. Für die Zelllinie MSH2_Sense konnte daher keine signifikante 
Abnahme der EGFP-Expression ermittelt werden. 
Mögliche Faktoren, die die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinflusst haben könnten, 
sind das verwendete FBS und die RNA-Extraktionsmethode. Für die vorangegangenen 
Experimente wurden die Zellen in Medium mit FBS kultiviert, das vom Hersteller nicht 
explizit auf die Abwesenheit von Tetracyclin überprüft wurde. Der CMV-Promotor ist jedoch 
neben Doxycyclin auch mit Tetracyclin induzierbar, sodass nicht ausgeschlossen werden 
kann, dass bereits im eigentlich nicht induzierten Zustand eine erhöhte Aktivität des 
CMV-Promotors und eine damit verbundene überlappende Transkription vorlag. Daher 
wurden die Zellen nun in Medium mit FBS kultiviert, welches vom Hersteller untersucht und 
als Tetracyclin-frei erklärt wurde. 
Auch die Integrität der RNA und Rückstände des für die Extraktion mit TRIzol® verwendeten 
Phenols, können qRT-PCR-Analysen beeinflussen. Daher erfolgte die RNA-Extraktion nun 
mit dem AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit. Auf diese Weise konnten die Zellansätze 
verkleinert werden, da hierdurch neben RNA auch DNA aus dem gleichen Zellansatz 
extrahiert und für die nachfolgenden Methylierungsanalysen eingesetzt werden konnte. 
Die jeweiligen Klone der Zelllinien UBE3A_AS, HBA2-short_AS, HBA2-long_AS und 
MSH2_Sense der vorangegangenen Experimente, wurden erneut für drei, sieben, zehn und 
14 Tage mit Doxycyclin behandelt. Zusätzlich dazu wurde wiederum für jeden Zellklon eine 
unbehandelte Kontrolle mitgeführt, die zeitgleich mit den behandelten Zellen geerntet 
wurde. Die Normalisierung und Auswertung der Ergebnisse erfolgte auf die gleiche Weise 
wie in Kapitel 3.2.8.1 beschrieben. 
Für die Zelllinie UBE3A_AS konnte hierdurch eine circa siebenfache Steigerung der 
Exon_2/3-Expression nach Induktion des CMV-Promotors nachgewiesen werden, die 
EGFP-Expression war in den mit Doxycyclin behandelten Zellen circa sechsfach niedriger als 
in den Kontrollen. Die Ergebnisse für die unterschiedlichen Zellklone und die Dauer der 
Doxycyclin-Behandlung unterscheiden sich dabei nicht wesentlich. Durch eine längere 
Doxycyclin-Behandlung wurde keine stärkere Zunahme der Exon_2/3- und Abnahme der 
EGFP-Expression beobachtet (Abbildung 27). Die vorherigen Ergebnisse hatten eine circa 







Abbildung 27: Expression von Exon_2/3 und EGFP in den mit Doxycyclin behandelten und 
unbehandelten UBE3A_AS-Zellen mit optimiertem Protokoll. Für drei, sieben, zehn sowie 14 Tage 
wurden drei Klone der Zelllinie UBE3A_AS (Kreis, Quadrat und Dreieck) mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) 
und für jeden Zeitpunkt eine Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die 
behandelten Zellen nach Zugabe von Doxycyclin eine höhere Exon_2/3- (blau) und niedrigere EGFP-
Expression (grün). Die unterschiedlichen Farben stehen für die Dauer der Doxycyclin-Behandlung. Alle 
Ergebnisse wurden auf die Expression von GAPDH normalisiert und der jeweilige Mittelwert der 
Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der Median ist angegeben und für die 
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde ein Mann-Whitney-Test durchgeführt (**** p ≤ 0,0001). 
 
Auch für die Zelllinien HBA2-short_AS und HBA2-long_AS konnte auf diese Weise, im 
Vergleich zu den Kontrollen, eine Zunahme der Exon_2/3- und Abnahme der EGFP-
Expression nachgewiesen werden. Für HBA2-short_AS wurde nach Induktion des 
CMV-Promotors mit Doxycyclin eine circa siebenfach höhere Exon_2/3-Expression 
bestimmt (Abbildung 28), für HBA2-long_AS eine circa achtfache Zunahme (Abbildung 29). 
Die EGFP-Expression nahm im Vergleich zu den Kontrollen in beiden Zelllinien circa 
dreifach ab. Im vorangegangenen Experiment wurde für HBA2-short_AS eine zehnfache und 
für HBA2-long_AS eine 21-fache Zunahme der Exon_2/3-Expression bestimmt. Die 
EGFP-Expression nahm dabei ebenfalls für beide Zelllinien circa dreifach ab. 
Für HBA2-short_AS wurde im vorangegangenen Experiment nach einer dreitägigen 
Behandlung mit Doxycyclin eine im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten deutlich höhere, 




Das optimierte Verfahren zeigt diese Ausreißer nicht mehr, die Daten sind wesentlich 
konsistenter. 
Die EGFP-Expression der drei verschiedenen unbehandelten HBA2-long_AS-Zellklone 
variierte zwar, die Abnahme der EGFP-Expression in den mit Doxycyclin behandelten Zellen 
ist jedoch trotzdem signifikant. 
 
 
Abbildung 28: qRT-PCR-Ergebnisse der Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit Doxycyclin 
behandelten und unbehandelten Ansätzen der Zelllinie HBA2-short_AS mit optimiertem Verfahren. 
Drei verschiedene Klone der Zelllinie HBA2-short_AS (Kreis, Quadrat und Dreieck) wurden für drei, sieben, 
zehn sowie 14 Tage mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt eine unbehandelte 
Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Nach Zugabe von Doxycyclin zeigten die Zellen, im Vergleich zu den 
unbehandelten Kontrollen, eine höhere Exon_2/3- (blau) und niedrigere EGFP-Expression (grün). Die 
Dauer der Doxycyclin-Behandlung ist mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet. Alle Ergebnisse 
wurden auf die Expression von GAPDH normalisiert und der jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. 
EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der Median ist eingezeichnet und die statistische 






Abbildung 29: Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit Doxycyclin behandelten und 
unbehandelten Ansätzen der Zelllinie HBA2-long_AS mit optimiertem Protokoll. Für drei, sieben, 
zehn sowie 14 Tage wurden drei HBA2-long_AS-Klone (Kreis, Quadrat und Dreieck) mit Doxycyclin 
behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt eine Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen zeigten die mit Doxycyclin behandelten Zellen eine höhere Exon_2/3- (blau) und 
eine niedrigere EGFP-Expression (grün). Die unterschiedlichen Farben kennzeichnen die Dauer der 
Doxycyclin-Behandlung. Für die Normalisierung der Daten wurde GAPDH als Referenzgen verwendet und 
der jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der Median 
ist angegeben und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit einem Mann-Whitney-Test 
(**** p ≤ 0,0001). 
 
Die Zelllinie MSH2_Sense zeigte, im Vergleich zu den Zelllinien UBE3A_AS, HBA2-short_AS 
und HBA2-long_AS, erneut die schwächste Induktion der Exon_2/3-Expression nach Zugabe 
von Doxycyclin. Diese war in den mit Doxycyclin behandelten Zellen circa fünffach höher als 
in den unbehandelten Kontrollen. Für die EGFP-Expression konnte im vorangegangenen 
Experiment keine signifikante Änderung durch eine Behandlung der Zellen mit Doxycyclin 
nachgewiesen werden. Durch die Optimierung des Verfahrens konnte nun eine signifikante, 
circa zweifache Abnahme der EGFP-Expression beobachtet werden (Abbildung 30). Sowohl 
die Ergebnisse für die Exon_2/3-Expression als auch die der EGFP-Expression zeigen jedoch, 
dass sich die einzelnen Zellklone der Zelllinie MSH2_Sense sehr unterschiedlich verhielten. 
Einer der Zellklone (dargestellt als Quadrat) zeigte eine circa zweifache Steigerung der 
Exon_2/3-Expression, ein anderer (dargestellt als Kreis) dagegen eine circa fünffache 
Zunahme und ein dritter Zellklon (dargestellt als Dreieck) eine circa elffach gesteigerte 








Abbildung 30: Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse für die Exon_2/3- und EGFP-Expression in den mit 
Doxycyclin behandelten und unbehandelten MSH2-Sense-Zellen nach optimiertem Protokoll. Drei 
verschiedene MSH2_Sense-Klone (Kreis, Quadrat und Dreieck) wurden für drei, sieben, zehn sowie 
14 Tage mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt je eine unbehandelte Kontrolle (- Dox) 
mitgeführt. Nach Zugabe von Doxycyclin zeigten die Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten 
Kontrollen, eine höhere Exon_2/3- (blau) und niedrigere EGFP-Expression (grün). Die Dauer der 
Doxycyclin-Behandlung ist mit unterschiedlichen Farben angegeben. Für die Normalisierung der Daten 
wurde GAPDH als Referenzgen verwendet und der jeweilige Mittelwert der Exon_2/3- bzw. 
EGFP-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Für die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde 
ein Mann-Whitney-Test durchgeführt (**** p ≤ 0,0001; ** p ≤ 0,01). 
 
Zusätzlich dazu wurden auch drei Klone der Zelllinie Basic_Vector für drei Tage mit 
Doxycyclin behandelt und eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. Die Zelllinie besitzt zwar 
das Exon_2/3, aber in Intron 2 ist kein Minigen (bestehend aus einem Testpromotor und 
dem EGFP-Reportergen) integriert. Mit dieser Zelllinie konnte daher die 
Exon_2/3-Expression ohne eine überlappende Transkription bestimmt werden. Die 
bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Induktion der Exon_2/3-Expression zu einer 
Abnahme der EGFP-Expression führt. Es ist jedoch auch möglich, dass die EGFP-Expression 
einen Einfluss auf die Exon_2/3-Expression hat und die Induktion in den Zelllinien mit den 
Minigenen niedriger ausfiel, als sie eigentlich gewesen wäre. Die Exon_2/3-Expression war 




unbehandelten Kontrollen und ist somit vergleichbar zur Exon_2/3-Expression in den Sense- 
und Antisense-Zelllinien (Abbildung 31). 
 
 
Abbildung 31: qRT-PCR-Ergebnisse der Exon_2/3-Expression in den mit Doxycyclin behandelten 
und unbehandelten Ansätzen der Zelllinie Basic_Vector. Für drei Tage wurden drei Klone der Zelllinie 
Basic_Vector (Kreis, Quadrat und Dreieck) mit Doxycyclin behandelt (+ Dox) und für jeden Zeitpunkt eine 
Kontrolle (- Dox) mitgeführt. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die behandelten Zellen nach Zugabe 
von Doxycyclin eine höhere Exon_2/3-Expression. Für die Normalisierung der Daten wurde GAPDH als 
Referenzgen verwendet und der Mittelwert der Exon_2/3-Expression der Kontrollen auf eins gesetzt. Der 
Median ist angegeben und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels T-Test, da für 
einen Mann-Whitney-Test nicht genügend Daten vorlagen (** p ≤ 0,01). 
 
Somit konnten, durch eine Veränderung der RNA-Extraktionsmethode und den Gebrauch 
von Tetracyclin-freiem Medium, reproduzierbare und konsistentere Ergebnisse mit einer 
niedrigeren Streuung erzielt werden. Alle Zelllinien zeigten nun eine signifikante Abnahme 
der EGFP-Expression, die durch die überlappende Transkription von Exon_2/3 
hervorgerufen wurde. 
 
3.2.9 Einfluss der überlappenden Transkription auf den Methylierungsstatus der 
Testpromotoren 
3.2.9.1 Methylierungsanalyse nach 24-stündiger überlappender Transkription 
Nachdem auf Transkriptebene ein Effekt der überlappenden Transkription nachgewiesen 




Testpromotoren untersucht. Patientenstudien zeigten, dass eine mit den Genen HBA2 und 
MSH2 überlappende Transkription zur Methylierung der jeweiligen Promotoren führt 
(Tufarelli et al. 2003; Ligtenberg et al. 2009). Der Ube3a-Promotor liegt hingegen auch in 
neuronalen Zellen, wo die überlappende Transkription der Ube3a- und Snhg14-Transkripte 
erfolgt, unmethyliert vor (Meng et al. 2013). 
Für die Methylierungsanalyse wurde die überlappende Transkription bei jeweils einem 
Zellklon der Zelllinien UBE3A_AS, HBA2-short_AS, HBA2-long_AS und MSH2_Sense für 
24 Stunden induziert. Dazu wurden die Zellen in Medium mit FBS kultiviert, welches nicht 
als Tetracyclin-frei deklariert wurde. Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte mit dem 
FlexiGene DNA Kit und die Methylierungsanalyse mittels Hochdurchsatz-Bisulfit-
Sequenzierung. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen des jeweiligen Zellklons. 
Es wurden verschiedene Primer zur Vervielfältigung der entsprechenden CpG-reichen 
Regionen ausprobiert. Die besten Ergebnisse wurden für UBE3A, HBA2-short und HBA2-long 
mit Primern erzielt, die in der EGFP-Sequenz und der jeweiligen CpG-Insel des 
Testpromotors binden. Somit wurde bei der PCR-Reaktion nur die Sequenz des 
Testpromotors, und nicht des endogenen Promotors, vervielfältigt und anschließend 
analysiert. Für die Analyse des MSH2-Testpromotors wurden Primer verwendet, die beide in 
der Promotorregion von MSH2 liegen und daher sowohl im Testpromotor als auch im 
endogenen Promotor binden. Da sich der MSH2-Testpromotor jedoch durch einen 
Basenaustausch vom endogenen Promotor unterscheidet, konnte das Ergebnis der 
Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung eindeutig dem MSH2-Testpromotor zugeordnet 
werden. 
Bei den im Folgenden dargestellten Ergebnissen der Methylierungsanalyse entspricht jede 
Spalte einem bestimmten CpG-Dinukleotid und jede Reihe einer analysierten Einzelsequenz. 
Dabei sind unmethylierte CpG-Dinukleotide in blau und methylierte CpG-Dinukleotide in rot 
angegeben. Die grauen Rechtecke zeigen fehlende Sequenzinformationen an. 
Die Methylierungsanalyse des UBE3A-Testpromotors zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine 
signifikante Änderung der Methylierung nach 24-stündiger Induktion der überlappenden 
Transkription. Es wurden insgesamt 68 CpG-Dinukleotide untersucht und sowohl in den mit 
Doxycyclin behandelten Zellen, als auch in der unbehandelten Kontrolle von UBE3A_AS, lag 
der UBE3A-Testpromotor fast vollständig unmethyliert vor. Für einzelne CpG-Dinukleotide 
konnte allerdings eine schwache Methylierung nachgewiesen werden, die sich teilweise 







Abbildung 32: Ergebnisse der Methylierungsanalyse. Sowohl in den unbehandelten Zellen (- Dox, linke 
Seite) als auch in den für 24 Stunden mit Doxycyclin behandelten Zellen (+ Dox, rechte Seite) lagen die 
Testpromotoren der verschiedenen Zelllinien fast ausschließlich unmethyliert vor. A Die 
Methylierungsanalyse für die Zelllinie UBE3A_AS erfolgte mit insgesamt 68 CpG-Dinukleotiden des UBE3A-
Testpromotors. B Für den HBA2-Promotor der Zelllinie HBA2-short_AS wurden 41 CpG-Dinukleotide 
analysiert und C für den HBA2-Promotor der Zelllinie HBA2-long_AS 47. D Die Analyse des 
MSH2-Testpromotors erfolgte für die Zelllinie MSH2_Sense mit 24 CpG-Dinukleotiden. Jede Spalte 
entspricht einem bestimmten CpG-Dinukleotid und jede Reihe einer analysierten Einzelsequenz. 
Unmethylierte CpG-Dinukleotide sind in blau und methylierte CpG-Dinukleotide in rot dargestellt. Graue 
Rechtecke stehen für fehlende Sequenzinformationen. Die durchschnittliche Methylierung wurde anhand 














































Auch der HBA2-Testpromotor lag sowohl in den Kontrollzellen als auch in den mit 
Doxycyclin behandelten Zellen weitgehend unmethyliert vor. Für die HBA2-Promotorregion 
der Zelllinie HBA2-short_AS wurden 41 CpG-Dinukleotide analysiert, für die von 
HBA2-long_AS insgesamt 47 (Abbildung 32). Die Ergebnisse der durchschnittlichen 
Methylierung für die Zelllinien HBA2-short_AS und HBA2-long_AS unterscheiden sich nicht 
wesentlich. Es konnten jedoch erneut einzelne schwach methylierte CpG-Dinukleotide 
nachgewiesen werden, die sich zwischen den Kontrollen und den mit Doxycyclin 
behandelten Zellen unterschieden. 
Der MSH2-Testpromotor der Zelllinie MSH2_Sense zeigte im Vergleich zu den Kontrollen 
ebenfalls keine Änderung der Methylierung nach Induktion der überlappenden 
Transkription durch Doxycyclin. Die 24 analysierten CpG-Dinukleotide lagen sowohl in den 
mit Doxycyclin behandelten, als auch in den unbehandelten Zellen fast vollständig 
unmethyliert vor (Abbildung 32). 
Zusätzlich dazu wurde auch der Methylierungsstatus des endogenen MSH2-Promotors 
bestimmt. Dieser war, genau wie der des MSH2-Testpromotors, sowohl in den mit 
Doxycyclin behandelten Zellen als auch in den Kontrollen, nicht methyliert (Daten sind nicht 
gezeigt). 
 
3.2.9.2 Methylierungsanalyse nach 14-tägiger überlappender Transkription 
Da die Methylierungsanalyse nach 24-stündiger Induktion der überlappenden Transkription 
keine Methylierungsänderung der Testpromotoren ergab, wurde angenommen, dass die 
Dauer der überlappenden Transkription für eine Methylierung der Testpromotoren 
aufgrund einer niedrigen Expression der de novo Methyltransferase DNMT3A in den 
Zelllinien nicht ausreichend war. Somit wurde die Zeitspanne der überlappenden 
Transkription auf 14 Tage ausgeweitet. Hierfür wurde von jeweils einem Klon der Zelllinie 
UBE3A_AS, HBA2-short_AS und MSH2_Sense genomische DNA mit dem AllPrep® 
DNA/RNA/Protein Mini Kit aus den Zellen extrahiert. Die dafür verwendeten Zellansätze 
sind mit denen, die für die qRT-PCR-Analysen in Kapitel 3.2.8.2 verwendet wurden, 
identisch. Der Methylierungsstatus wurde durch Bisulfit-Konvertierung mit nachfolgender 
kostengünstigerer Sanger-Sequenzierung analysiert. 
Bei der Methylierungsanalyse wurden die gleichen Regionen des jeweiligen Testpromotors 
untersucht wie bei der Analyse im vorangegangenen Kapitel (siehe Kapitel 3.2.9.1). Für den 
UBE3A-Testpromotor zeigen die Elektropherogramme der unbehandelten, aber auch der 




Cytosin-Nukleotids. Somit lagen die CpG-Dinukleotide nicht nur in den Kontrollen, sondern 
auch in den mit Doxycyclin behandelten Zellen unmethyliert vor (Abbildung 33). 
 
 
Abbildung 33: Ergebnis der Methylierungsanalyse des UBE3A-Testpromotors nach 14-tägiger 
Doxycyclin-Behandlung der Zelllinie UBE3A_AS. Im oberen Teil der Abbildung ist eine Übersicht über 
den für die Methylierungsanalyse ausgewählten Bereich dargestellt. Die für die Analyse verwendeten 
Primer (blau) binden im EGFP-Reportergen (hellgrün) sowie in der Promotorregion von UBE3A (grün) 
und ermöglichen die Analyse der CpG-Insel (dunkelgrün) mit dem Basenaustausch C855T (gelb). Im 
unteren Abschnitt sind die Elektropherogramme der Sanger-Sequenzierung (grau) von Bisulfit-
behandelter genomischer DNA der Kontrollen und für 14 Tage mit Doxycyclin behandelten Zellen 
angegeben. Ein vergrößerter Ausschnitt zeigt die bei einer Methylierung der CpG-Dinukleotide erwartete, 
konvertierte DNA-Sequenz und die Ergebnisse der unbehandelten (- Dox) und behandelten Zellen (+ Dox). 
Die Elektropherogramme zeigen im Bereich der CpG-Dinukleotide ein Thymin anstelle eines Cytosins, was 
darauf schließen lässt, dass die CpG-Dinukleotide sowohl in den unbehandelten als auch in den 
behandelten Zellen nicht methyliert vorlagen. 
 
Auch die Ergebnisse für den HBA2-Promotor in der Zelllinie HBA2-short_AS zeigen, dass 
durch die 14-tägige Induktion der überlappenden Transkription keine Methylierung des 
HBA2-Testpromotors hervorgerufen wurde. Im Bereich der CpG-Dinukleotide zeigen die 
Elektropherogramme, sowohl für die behandelten als auch für die unbehandelten Zellen, ein 









Abbildung 34: Methylierungsanalyse des HBA2-Testpromotors nach 14-tägiger Behandlung der 
Zelllinie HBA2-short_AS mit Doxycyclin. Der obere Abschnitt der Abbildung zeigt eine Übersicht über 
den für die Methylierungsanalyse ausgewählten Bereich. Die Primer (blau), welche für die Analyse 
eingesetzt wurden, binden im EGFP-Reportergen (hellgrün) sowie in der Promotorregion von HBA2 
(grün) und ermöglichen die partielle Analyse der CpG-Insel (dunkelgrün) mit dem in der Sequenz 
vorhandenen SNP rs187887324 (gelb). Darunter sind die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung von 
Bisulfit-behandelter genomischer DNA von unbehandelten Zellen (- Dox) und für 14 Tage mit Doxycyclin 
behandelten Zellen (+ Dox) dargestellt. Die bei einer Methylierung der CpG-Dinukleotide erwartete, 
konvertierte DNA-Sequenz ist im oberen Teil des Ausschnitts dargestellt. Sowohl die Ergebnisse der 
Kontrollen, als auch die der behandelten Zellen weisen im Bereich der CpG-Dinukleotide ein Thymin 
anstelle eines Cytosins auf. Somit lagen die CpG-Dinukleotide in den Zellen nicht methyliert vor. 
 
Im Gegensatz zur Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung konnten die Sequenzen für den 
MSH2-Testpromotor mit der Sanger-Sequenziermethode nicht von denen des endogenen 
Promotors unterschieden werden. Die für die Analyse verwendeten Primer binden beide im 
Bereich des MSH2-Testpromotors und somit auch im endogenen MSH2-Promotor. Im 
Gegensatz zur Hochdurchsatz-Bisulfit-Sequenzierung war es mit der Sanger-
Sequenziermethode nicht möglich die Ergebnisse des Testpromotors anhand des in der 
Sequenz vorhandenen Basenaustausches zu unterscheiden. Die Ergebnisse zeigen jedoch, 
dass vermutlich sowohl der Testpromotor als auch der endogene Promotor in den mit 
Doxycyclin behandelten Zellen unmethyliert vorlag. Wäre der MSH2-Testpromotor 
methyliert gewesen, so müsste das Elektropherogramm im Bereich der CpG-Dinukleotide 
zumindest ein schwaches Signal für Cytosin aufweisen, auch wenn der endogene Promotor 
unmethyliert vorlag. Das Elektropherogramm zeigt an diesen Stellen jedoch nur eindeutige 









Abbildung 35: Ergebnis der Methylierungsanalyse des MSH2-Promotors nach 14-tägiger 
Behandlung der Zelllinie MSH2_Sense mit Doxycyclin. Eine Übersicht über den für die 
Methylierungsanalyse ausgewählten Bereich ist im oberen Teil der Abbildung dargestellt. Die für die 
Methylierungsanalyse verwendeten Primer (blau) binden beide in der Promotorregion von MSH2 (grün) 
und ermöglichen die Analyse der CpG-Insel. Die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung können jedoch 
nicht anhand des SNPs rs1863332 (gelb) des MSH2-Testpromotors von denen des endogenen 
MSH2-Promotors der Zelllinie unterschieden werden. Im unteren Teil der Abbildung sind die 
Elektropherogramme der Sanger-Sequenzierung von Bisulfit-behandelter genomischer DNA der 
unbehandelten Zellen (- Dox) und für 14 Tage mit Doxycyclin behandelten Zellen (+ Dox) dargestellt. Ein 
Ausschnitt zeigt die bei einer Methylierung der CpG-Dinukleotide erwartete, konvertierte DNA-Sequenz 
und die Ergebnisse der behandelten und unbehandelten Zellen. Im Bereich der CpG-Dinukleotide ist auf 
den Elektropherogrammen ein Thymin anstelle eines Cytosins zu erkennen, was darauf schließen lässt, 
dass die CpG-Dinukleotide des MSH2-Testpromotors und des endogenen MSH2-Promotors sowohl in den 
unbehandelten als auch in den behandelten Zellen nicht methyliert vorlagen. 
 
3.2.10 Aktivität der Testpromotoren nach beendeter Induktion der überlappenden 
Transkription 
Da die Testpromotoren sowohl durch eine 24-stündige als auch eine 14-tägige Induktion der 
überlappenden Transkription keine Methylierungsänderung zeigten, wurde angenommen, 
dass die Testpromotoren dabei nicht stabil inaktiviert werden. Daher wurde im 
nachfolgenden Experiment untersucht, ob die durch die überlappende Transkription 
hervorgerufene Abnahme der EGFP-Expression reversibel ist, wenn die 
Doxycyclin-Induktion und die damit verbundene überlappende Transkription beendet 
wurde. 
Die qRT-PCR-Ergebnisse in Kapitel 3.2.8 zeigten für MSH2_Sense einen im Vergleich zu den 
anderen Zelllinien weniger signifikanten Effekt der Abnahme der EGFP-Expression und die 
Ergebnisse der einzelnen Klone unterschieden sich dabei deutlich stärker. Aus diesen 
Gründen konzentrierte sich das folgende Experiment auf die Zelllinien UBE3A_AS, 
HBA2-short_AS und HBA2-long_AS. 
Konvertierte DNA 
+ Dox 




Jeweils drei Klone der jeweiligen Zelllinie wurden für drei Tage mit Doxycyclin behandelt, 
anschließend gewaschen und weitere drei Tage in Doxycyclin-freiem Medium kultiviert. Für 
das Experiment wurde Medium mit Tetracyclin-freiem FBS verwendet und die 
RNA-Extraktion erfolgte mit dem AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini Kit. Die Analyse des 
Experiments erfolgte mittels qRT-PCR und für die Normalisierung der Daten wurde GAPDH 
als Referenzgen verwendet. Wie bereits für die anderen Experimente beschrieben, wurde 
für jeden Zellklon eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt und die hierfür berechneten 
Ergebnisse auf eins gesetzt. Für jeden der untersuchten Zellklone wurde das Experiment 
jeweils zweimal durchgeführt. 
Die Ergebnisse für die Zelllinie UBE3A_AS zeigen, dass in allen drei untersuchten Zellklonen 
nach Induktion des CMV-Promotors mit Doxycyclin die erwartete Zunahme der 
Exon_2/3-Expression und Abnahme der EGFP-Expression erfolgte. Anschließend, nach 
Beendigung der induzierten überlappenden Transkription, wurden sowohl Exon_2/3 als 
auch EGFP in den zuvor mit Doxycyclin behandelten Zellen in ähnlicher Höhe wie in den 
unbehandelten Kontrollen exprimiert. Die Ergebnisse zeigen, dass durch die überlappende 
Transkription keine stabile Inaktivierung des UBE3A-Testpromotors erfolgte und die 
hervorgerufene Abnahme der EGFP-Expression reversibel ist (Abbildung 36). 
 
 
Abbildung 36: Ergebnis der qRT-PCR-Analyse für die Zelllinie UBE3A_AS nach beendeter Induktion. 
Dargestellt sind die qRT-PCR-Ergebnisse für Exon_2/3 (blau) und EGFP (grün), die anhand der 
GAPDH-Expression normalisiert wurden. Durch eine dreitägige Induktion der überlappenden 
Transkription mit Doxycyclin zeigten die behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen (gestrichelte 
Linie), die erwartete Zunahme der Exon_2/3-Expression und Abnahme der EGFP-Expression. Nach der 
Kultivierung der behandelten Zellen für weitere drei Tage in Medium ohne Doxycyclin entsprach die 
Exon_2/3- und EGFP-Expression in den zuvor behandelten Zellen der der Kontrollen. Dargestellt sind 
Ergebnisse von drei verschiedenen Klonen der Zelllinie UBE3A_AS, mit denen das Experiment jeweils 




































































































Auch in den Zelllinien HBA2-short_AS (Abbildung 37) und HBA2-long_AS (Abbildung 38) 
wurde, wie erwartet, durch Induktion der überlappenden Transkription die Expression von 
Exon_2/3 gesteigert und die EGFP-Expression gehemmt. Nach Wegnahme des Doxycyclins 
war die Expression von Exon_2/3 und EGFP, ebenso wie bei UBE3A_AS, vergleichbar zu der 
in den unbehandelten Kontrollen. 
Somit konnte für alle drei untersuchten Zelllinien gezeigt werden, dass die Abnahme der 
EGFP-Expression, welche durch die Induktion der überlappenden Transkription 
hervorgerufen wird, reversibel ist. Die Zelllinien zeigten eine zu den unbehandelten 
Kontrollen vergleichbare Expression von Exon_2/3 und EGFP, nachdem die Induktion der 
überlappenden Transkription beendet wurde. Diese Ergebnisse bestätigen, dass durch die 
überlappende Transkription keine stabile Inaktivierung der Testpromotoren im etablierten 
Zellkulturmodell hervorgerufen wird. 
 
 
Abbildung 37: Ergebnis der Exon_2/3- und EGFP-Expression in HBA2-short_AS-Zellen nach 
beendeter Induktion. Der linke Bereich der Abbildung zeigt die qRT-PCR-Ergebnisse der 
Exon_2/3-Expression (blau), der rechte die Ergebnisse der EGFP-Expression (grün). Die Induktion der 
überlappenden Transkription durch dreitägige Zugabe von Doxycyclin führte zur erwarteten Zunahme 
der Exon_2/3-Expression und Abnahme der EGFP-Expression im Vergleich zu den Kontrollen (gestrichelte 
Linie). Nach der Kultivierung der behandelten Zellen für weitere drei Tage in Medium ohne Doxycyclin 
entsprach die Exon_2/3- und EGFP-Expression in den zuvor behandelten Zellen der der Kontrollen. Für 
alle drei untersuchten Zellklone der Zelllinie HBA2-short_AS, wurde das Experiment insgesamt zweimal 














































































Abbildung 38: Ergebnis der qRT-PCR-Analyse für die Zelllinie HBA2-long_AS nach beendeter 
Induktion der überlappenden Transkription. Dargestellt sind die anhand der GAPDH-Expression 
normalisierten qRT-PCR-Ergebnisse für Exon_2/3 (blau) und EGFP (grün). Eine dreitägige Induktion der 
überlappenden Transkription mit Doxycyclin, rief in den behandelten Zellen die erwartete Zunahme der 
Exon_2/3-Expression und Abnahme der EGFP-Expression im Vergleich zu den Kontrollen (gestrichelte 
Linie) hervor. Nach der Beendigung der überlappenden Transkription und Kultivierung der behandelten 
HBA2-long_AS-Zellen für weitere drei Tage in Medium ohne Doxycyclin entsprach die Exon_2/3- und 
EGFP-Expression in den zuvor behandelten Zellen der der Kontrollen. Die Analyse erfolgte jeweils 
















































































4.1 Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 in murinen embryonalen 
Stammzellen 
Zu Beginn dieses Projektes war bereits bekannt, dass die monoallelische Genexpression von 
Ube3a in Neuronen der Maus und des Menschen durch die lncRNA Snhg14 hervorgerufen 
wird und dass die Transkription von Snhg14 mit dem paternalen Ube3a-Gen überlappt 
(Numata et al. 2011; Meng et al. 2012). Der Regulationsmechanismus der monoallelischen 
Ube3a-Expression war zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht aufgeklärt und sollte in der 
vorliegenden Arbeit untersucht werden. Durch Integration einer transkriptionellen 
Stoppkassette in das Genom von mES-Zellen sollte das paternale Snhg14-Transkript 
verkürzt und auf diese Weise eine mit dem Ube3a-Promotor überlappende Transkription 
verhindert werden. Die Integration der transkriptionellen Stoppkassette in das Genom der 
mES-Zellen sollte durch homologe Rekombination in Intron 1 von Ube3a erfolgen. Hierfür 
wurde ein Plasmid benötigt, welches die Stoppkassette und homologe Sequenzen zu 
Intron 1 beinhaltete. Trotz zahlreicher unterschiedlicher Herangehensweisen blieb die 
Klonierung dieses Plasmids jedoch erfolglos. 
Die Homologieregion wurde so ausgewählt, dass sie möglichst wenige 
Wiederholungssequenzen aufwies. Intron 1 des Ube3a-Gens besteht jedoch zu 19,9 Prozent 
aus Wiederholungssequenzen und ist circa 11,7 Kilobasen lang. Aus diesem Grund ließen 
sich Wiederholungssequenzen in der circa sechs bis sieben Kilobasen umfassenden 
Homologieregion nicht vermeiden. Die klonierte Homologieregion wies daher 15,4 Prozent 
Wiederholungssequenzen und einen Adenin- und Thymin-Gehalt von 67,5 Prozent auf 
(UCSC Genome Browser, Mouse NCBI37/mm9). Diese Faktoren könnten zu den 
Schwierigkeiten bei der Klonierung geführt haben. Superhelikaler Stress bei zirkulären 
Plasmiden kann, insbesondere im Bereich von Wiederholungssequenzen, zu 
Sekundärstrukturen führen, die von E. coli rekombiniert oder deletiert werden (Godiska et 
al. 2010). Bei dem Versuch die Stoppkassette in das Plasmid mit den Homologiefragmenten 
zu klonieren, zeigten die von den Bakterien aufgenommenen Plasmide, nach der 
Durchführung eines Restriktionsendonukleaseverdaus, nicht das erwartete 
DNA-Fragmentmuster des Zielplasmids. Viele der beobachteten Muster ließen auf ein 
kleineres Plasmid schließen, stimmten aber auch nicht mit dem erwarteten Muster für das 
Ausgangsplasmid überein. Zusätzlich dazu wurden manche Muster auch wiederholt 




E. coli deletiert wurden. Daran änderte die Verwendung eines speziell für die Klonierung 
solcher Sequenzen entwickelten Bakterienstamms ebenfalls nichts. Auch der erhöhte Gehalt 
an Adenin- und Thymin-Nukleotiden könnte die Klonierung erschwert haben, da AT-reiche 
Sequenzen allgemein schwieriger zu klonieren sind (Godiska et al. 2010). Zudem hatte das 
Plasmid mit den Homologiefragmenten bereits eine Größe von 8,7 Kilobasen und die 
Integration der Stoppkassette hätte weitere 4,7 Kilobasen hinzugefügt. Die Größe des 
Plasmids könnte daher ebenfalls zur schlechten Effizienz und der letztendlich erfolglosen 
Klonierung beigetragen haben. 
Während der Klonierungsarbeiten erschien schließlich eine Veröffentlichung die den 
Regulationsmechanismus der monoallelischen Ube3a-Expression aufklärte. Durch 
Integration einer transkriptionellen Stoppkassette zwischen den snoRNAs Snord115 und 
dem Ube3a-Gen konnte gezeigt werden, dass ein vorzeitiger Abbruch der lncRNA Snhg14 die 
Stilllegung des paternalen Ube3a-Transkripts tatsächlich verhindert. Zudem bestätigte die 
Studie die Hypothese, dass die Expression des paternalen Ube3a-Gens durch 
transkriptionelle Interferenz gehemmt wird. Mithilfe von strangspezifischen 
qRT-PCR-Analysen wurde die paternale Ube3a-Expression in Kortizes transgener Mäuse mit 
deletiertem maternalen Ube3a-Allel untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das 
paternale Ube3a-Transkript in Intron 4 des Ube3a-Gens abbricht. Als TI-Mechanismus 
wurde eine Kollision der RNA-Polymerasen von Snhg14 und Ube3a vorgeschlagen (Meng et 
al. 2013). 
Da der Regulationsmechanismus der monoallelischen Ube3a-Expression auf diese Weise 
aufgeklärt wurde, wurde das Projekt der vorliegenden Arbeit trotz erfolgreicher 






4.2 Etablierung eines induzierbaren Zellkulturmodells zur 
Untersuchung von TI 
4.2.1 Voraussetzungen für die Untersuchung von TI in Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
Für die Untersuchung von TI und ihrer Auswirkung auf humane Promotoren wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein induzierbares Zellkulturmodell mit den Promotoren der Gene 
UBE3A, HBA2 und MSH2 etabliert. Hierfür wurde das humane Flp-In™-T-REx™-293-System 
verwendet. Der Vorteil dieses Systems liegt darin, dass es einen induzierbaren Promotor 
umfasst und daher eine gezielte Induktion der überlappenden Transkription für einen 
bestimmten Zeitraum ermöglicht. Daher konnten auch Auswirkungen auf die Genexpression 
nach beendeter Induktion der überlappenden Transkription untersucht werden. 
Die Aktivität des induzierbaren CMV-Promotors des Flp-In™-T-REx™-293-Systems nimmt 
sowohl durch die Zugabe von Doxycyclin als auch Tetracyclin zu. Das System beruht darauf, 
dass die Flp-In™-T-REx™-293-Zellen einen Tet-Repressor exprimieren, der in Abwesenheit 
von Doxycyclin bzw. Tetracyclin als Homodimer an die Sequenzen des Tet-Operators 2 
(TetO2) bindet. Diese Bindung des Tet-Repressors verhindert die Transkription des 
minimalen CMV-Promotors. Wenn jedoch Doxycyclin bzw. Tetracyclin an den Tet-Repressor 
bindet, erfolgt eine Konformationsänderung des Homodimers, die zur Dissoziation des 
Tet-Repressors vom Operator führt. Dies erlaubt schließlich die Transkription vom 
CMV-Promotor und ermöglichte damit eine gezielte Induktion der überlappenden 
Transkription im etablierten Zellkulturmodell (Flp-In™ T-REx™ Core Kit Manual, Thermo 
Fisher Scientific). 
Um das System für Untersuchungen der TI nutzen zu können, musste zuerst ein Effekt von 
Doxycyclin auf die Aktivität der Testpromotoren ausgeschlossen werden. Daher wurde die 
Aktivität der Testpromotoren nach Zugabe von Doxycyclin in transient transfizierten 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen mithilfe des Luciferase-Reportersystems bestimmt. Es zeigte 
sich, dass die Aktivität der Testpromotoren nach Zugabe von Doxycyclin zwar tendenziell 
niedriger war, die Abweichung jedoch innerhalb der Standardabweichung lag und somit 
nicht signifikant war. Diese Ergebnisse werden durch Microarray-Analysen gestützt, bei 
denen die Doxycyclin-induzierte Expression des Gens NPAP1 (engl. nuclear pore associated 
protein 1) in stabil transfizierten Flp-In™-T-REx™-293-Zellen ausschließlich zu einer 
erhöhten Transkription von NPAP1 führte. Für UBE3A, HBA2, MSH2 und das für die 
qRT-PCR-Analysen verwendete Referenzgen GAPDH erfolgte keine signifikante Änderung 
der Transkription durch die Zugabe von Doxycyclin (Neumann et al. 2012). 
In dem etablierten Zellkulturmodell steuert der CMV-Promotor die Transkription von 




jedoch im Vergleich zu den Sense- und Antisense-Zelllinien in Intron 2 kein integriertes 
Minigen. Mithilfe dieser Zelllinie sollte untersucht werden, ob die EGFP-Expression des 
Minigens einen Einfluss auf die Exon_2/3-Expression hat. Es zeigte sich, dass durch die 
Induktion des CMV-Promotors eine Steigerung der Exon_2/3-Expression hervorgerufen 
werden konnte, die vergleichbar zu der der Sense- und Antisense-Zelllinien war. Daher ist ein 
Effekt des Minigens auf die Expression des CMV-Promotors unwahrscheinlich. Die 
Ergebnisse zeigen allerdings, dass der CMV-Promotor auch ohne die Zugabe von Doxycyclin 
oder Tetracyclin in den Flp-In™-T-REx™-293-Zellen aktiv ist. Durch die Induktion mit 
Doxycyclin ist die Aktivität des CMV-Promotors jedoch circa fünfmal stärker als diese 
Basalaktivität. Daher konnte in den nachfolgenden Experimenten für die Sense- und 
Antisense-Zelllinien trotzdem ein signifikanter Effekt durch Induktion der überlappenden 
Transkription nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse der Sense- und Antisense-Zelllinien zeigten auch, dass die Induktion der 
Exon_2/3-Expression sowohl zwischen den Zelllinien als auch den Klonen der gleichen 
Zelllinie variieren kann. Dies wurde ebenfalls für andere Zelllinien des 
Flp-In™-T-REx™-293-Systems beobachtet (Masterarbeit N. Utz 2015, Dissertation 
T. Berulava 2012). Konsistentere Ergebnisse konnten durch den Gebrauch von 
Tetracyclin-freiem FBS erzielt werden. Durch die Zugabe des Antibiotikums Tetracyclin zum 
Tierfutter, kann das aus Kälbern isolierte FBS Tetracyclin enthalten. Für die ersten 
Experimente wurde FBS verwendet, welches vom Hersteller nicht explizit auf die 
Abwesenheit von Tetracyclin getestet wurde. Es wurde zwar darauf geachtet, dass sowohl 
die mit Doxycyclin behandelten als auch die unbehandelten Kontrollen im gleichen 
Ausgangsmedium kultiviert wurden, das FBS könnte sich jedoch vor allem für verschiedene 
Klone und Zeitpunkte aufgrund unterschiedlicher FBS-Chargen unterschieden haben. Somit 
könnte das verwendete FBS zur größeren Streuung der qRT-PCR-Ergebnisse bei den ersten 
Experimenten geführt haben (Flp-In™ T-REx™ Core Kit Manual, Thermo Fisher Scientific). 
Für Untersuchungen mit dem etablierten Zellkulturmodell ist es daher entscheidend, dass 
die Zellen in Medium mit Tetracyclin-freiem FBS kultiviert werden. 
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass sich für die qRT-PCR-Analysen das AllPrep® 
DNA/RNA/Protein Mini Kit zur RNA-Extraktion besser eignete als TRIzol®. Die Integrität der 
RNA und auch Rückstände des für die Extraktion mit TRIzol® verwendeten Phenols, können 
qRT-PCR-Analysen negativ beeinflussen (Nolan et al. 2006; Vermeulen et al. 2011). Zudem 
wird bei der RNA-Extraktion mit TRIzol®, im Vergleich zum AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini 
Kit, ein höherer Gehalt an kleinen RNAs (kleiner als 200 Nukleotide) und ungespleißten, 




qRT-PCR-Analysen insbesondere gespleißte mRNA-Transkripte detektiert werden sollten, 
ist der Gebrauch des Kits demnach geeigneter für das etablierte Zellkulturmodell gewesen. 
 
4.2.2 Die Zelllinie UBE3A_AS zeigt den stärksten Effekt durch TI 
4.2.2.1 Der UBE3A-Testpromotor ist in Flp-In™-T-REx™-293-Zellen aktiv 
Der UBE3A-Promotor wurde für das Projekt ausgewählt, da Studien in der Maus zeigten, 
dass TI an der Regulation der monoallelischen Ube3a-Expression in Neuronen beteiligt ist 
(Meng et al. 2013). 
Beim Menschen wird das UBE3A-Gen in sehr vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert 
und auch in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 konnte eine Expression dieses Gens 
nachgewiesen werden (Neumann et al. 2012; Uhlen et al. 2015). Daher wurde für die 
ausgewählte putative UBE3A-Testpromotorregion ebenfalls eine Aktivität in 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen erwartet und mithilfe des Luciferase-Reportersystems bestätigt. 
Die Promotoraktivitätsanalyse erfolgte mit zwei verschiedenen putativen 
UBE3A-Promotoren, die sich in ihrer Sequenz ausschließlich in einer Base vom 
Wildtyp-Promotor unterscheiden. Der Basenaustausch erlaubte bei nachfolgenden Analysen 
die Unterscheidung des UBE3A-Testpromotors vom endogenen Promotor der Zelllinie. Da 
der Basenaustausch jedoch in beiden Promotorsequenzen keinem natürlich vorkommenden 
SNP entsprach, wurde die Promotoraktivitätsanalyse sowohl mit den beiden Promotoren als 
auch mit dem Wildtyp-Promotor durchgeführt. Auf diese Weise wurden mögliche, durch den 
Basenaustausch hervorgerufene, Aktivitätsunterschiede zum Wildtyp-Promotor 
ausgeschlossen. Alle drei Promotoren zeigten in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 eine 
vergleichbare Aktivität, weshalb einer der Promotoren mit Basenaustausch für die 
Etablierung des Zellkulturmodells verwendet wurde. 
Bei der nachfolgenden Promotoraktivitätsanalyse, die den Einfluss von Doxycyclin auf die 
Promotoraktivität klären sollte, wurde für den ausgewählten UBE3A-Testpromotor sowohl 
für die Kontrollen als auch für die mit Doxycyclin behandelten Zellen nur eine circa halb so 
hohe Aktivität wie bei den vorangegangenen Analysen, gemessen. Während der 
UBE3A-Testpromotor bei der ersten Analyse die stärkste Aktivität von allen untersuchten 
Testpromotoren zeigte, lag diese bei der zweiten Analyse nur noch im Bereich des 
HBA2-short-Testpromotors. Dabei könnte es sich um eine Schwankung im biologischen 
Replikat handeln. Da der Versuchsablauf des Experiments für die unbehandelten Kontrollen 
jedoch identisch mit dem zuvor durchgeführten Experiment war und sich die Zellen nur in 
der Höhe ihrer Passage unterschieden, könnte dies vielleicht auch einen Einfluss auf die 




Selektion schnellwachsender Zellen führen, die sich in ihrer Genexpression von den übrigen 
Zellen der Ausgangszelllinie unterscheiden (Hughes et al. 2007). Die Höhe der Passage kann 
somit auch einen Einfluss auf die Ergebnisse von Promotoraktivitätsanalysen haben. 
 
4.2.2.2 Die Zelllinie UBE3A_AS zeigt durch die induzierte überlappende 
Transkription eine Abnahme der EGFP-Expression 
Nach der Herstellung stabiler UBE3A_AS-Zelllinien wurde der CMV-Promotor durch die 
Zugabe von Doxycyclin induziert und die EGFP-Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie bestimmt. Für die Zelllinie UBE3A_AS konnte zwar nur eine schwache 
EGFP-Fluoreszenz detektiert werden, diese war in den mit Doxycyclin behandelten Zellen 
im Vergleich zu den Kontrollen jedoch noch geringer (Daten sind nicht gezeigt). Da die 
EGFP-Expression durch den Testpromotor kontrolliert wird und zuvor nachgewiesen 
werden konnte, dass Doxycyclin keinen Einfluss auf die Aktivität der Testpromotoren hat, 
wurde die schwächere EGFP-Fluoreszenz somit durch die Induktion der überlappenden 
Transkription hervorgerufen. Dies konnte mit den nachfolgenden qRT-PCR-Analysen 
bestätigt werden. 
Es zeigte sich, dass die Zugabe von Doxycyclin zu einer siebenfachen Zunahme der 
Exon_2/3-Expression führte und eine sechsfache Abnahme der EGFP-Expression hervorrief. 
Somit konnte mit dem etablierten Zellkulturmodell durch Induktion der überlappenden 
Transkription zwischen Exon_2/3- und EGFP-Transkripten TI hervorgerufen werden. 
Der TI-Effekt war bei der UBE3A_AS-Zelllinie, im Vergleich zu den anderen untersuchten 
Zelllinien, deutlich stärker ausgeprägt. Es wird vermutet, dass die durch den 
UBE3A-Testpromotor kontrollierte EGFP-Transkription generell sensitiver auf die 
überlappende Transkription reagiert. Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass in der 
UBE3A_AS-Zelllinie, in der bereits ohne Zugabe von Doxycyclin eine überlappende 
Transkription erfolgt, sowohl die EGFP-Transkription als auch die detektierte 
EGFP-Fluoreszenz deutlich schwächer als erwartet ausfiel. Wie bereits beschrieben, zeigten 
die Promotoraktivitätsanalysen, die jedoch mit transient tranfizierten Flp-In™-T-REx™-293-
Zellen durchgeführt wurden, für den UBE3A-Testpromotor die stärkste oder eine zu 
HBA2-short vergleichbare Aktivität. In der stabilen UBE3A_AS-Zelllinie war die 
EGFP-Expression, verglichen mit der HBA2-short_AS-Zelllinie, jedoch deutlich schwächer. Es 
ist daher davon auszugehen, dass die EGFP-Transkription, die durch den 
UBE3A-Testpromotor gesteuert wird, sensitiver auf die überlappende Transkription 




verbundene überlappende Transkription gehemmt wird. Dieser Effekt wird durch die 
Induktion des CMV-Promotors dann noch verstärkt. 
 
4.2.2.3 TI-Mechanismen, die in der etablierten Zelllinie UBE3A_AS zur Abnahme der 
EGFP-Expression führen könnten 
Die EGFP-Transkription, welche durch den UBE3A-Testpromotor gesteuert wird, könnte, 
aufgrund des vorliegenden TI-Mechanismus, sensitiver auf die überlappende Transkription 
reagieren. Für die Zelllinie UBE3A_AS sind verschiedene TI-Mechanismen im etablierten 
Zellkulturmodell denkbar. Da für den UBE3A-Testpromotor im Rahmen der 
Promotoraktivitätsanalysen eine starke Aktivität nachgewiesen werden konnte und auch 
der CMV-Promotor eine starke Aktivität besitzt, könnte die RNA-Polymerase-Kollision der 
vorherrschende TI-Mechanismus in der UBE3A_AS-Zelllinie sein. Die Abnahme der 
EGFP-Expression würde dabei durch eine Kollision der RNA-Polymerasen von Exon_2/3 und 
EGFP hervorgerufen werden. Dieser TI-Mechanismus spielt bei Transkripten, die in 
ähnlicher Stärke transkribiert werden, eine größere Rolle (Bordoy und Chatterjee 2015). 
Die RNA-Polymerase-Kollision kann allerdings zum Abbruch beider beteiligter Transkripte 
führen (Prescott und Proudfoot 2002; Shearwin et al. 2005). Untersuchungen der Zelllinie 
Basic_Vector weisen jedoch darauf hin, dass die Exon_2/3-Expression durch die 
überlappende Transkription im etablierten Zellkulturmodell nicht beeinträchtigt wird. Die 
Höhe der Exon_2/3-Expression ist in der Basic_Vector-Zelllinie, in der keine überlappende 
Transkription stattfindet, vergleichbar zu der in den Sense- und Antisense-Zelllinien. 
Allerdings spiegelt die Zelllinie Basic_Vector nicht genau die Situation in den Sense- und 
Antisense-Zelllinien wider. Die Sequenzen der Minigene, die in den anderen Zelllinien im 
Gegensatz zum Basic_Vector vorhanden sind, könnten einen Einfluss auf die 
Exon_2/3-Expression haben. Um eine genau Aussage über die Exon_2/3-Expression in 
Abwesenheit der überlappenden Transkription in den Zelllinien treffen zu können, müsste 
daher die Exon_2/3-Expression in den Sense- und Antisense-Zelllinien mit jeweils 
mutiertem, funktionslosem Testpromotor analysiert werden. 
Ein anderer möglicher TI-Mechanismus, der sich im Bereich des EGFP-Promotors ereignen 
könnte, ist die Promotor-Okklusion. Die RNA-Polymerasen von Exon_2/3 könnten hierbei 
über dem Testpromotor pausieren und dadurch die Bindestellen für den Initiationskomplex 
am Testpromotor verdecken. Dies könnte die Initiation der Transkription am Testpromotor 
behindern (Palmer et al. 2009; Palmer et al. 2011). 
Ein weiterer TI-Mechanismus, der sich im Bereich von Promotoren ereignet, ist die 




sensitiven Promotor jedoch nur langsam (Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 2011). Da es 
sich bei dem UBE3A-Testpromotor allerdings um einen starken Promotor handelt, erscheint 
dieser TI-Mechanismus für die Zelllinie UBE3A_AS eher unwahrscheinlich. 
Die Promotor-Konkurrenz, ebenso wie die Transkriptions-Blockade, können als 
TI-Mechanismen in der UBE3A_AS-Zelllinie ausgeschlossen werden. Für die 
Promotor-Konkurrenz müssten die RNA-Polymerase-Bindestellen des CMV-Promotors und 
des UBE3A-Testpromotors miteinander überlappen (Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 
2011). Dies kann aufgrund der Distanz zwischen den Promotoren ausgeschlossen werden. 
Das TI-Modell der Transkriptions-Blockade wäre hingegen nur dann möglich, wenn die vom 
UBE3A-Testpromotor ausgehende Transkription über den CMV-Promotor erfolgen würde 
(Shearwin et al. 2005). Dies ist in dem etablierten Zellkulturmodell jedoch aufgrund der 
Anordnung des CMV-Promotors und des EGFP-Gens ebenfalls nicht der Fall. Der 
CMV-Promotor befindet sich nicht innerhalb des EGFP-Gens. 
Welcher der genannten Mechanismen in der Zelllinie UBE3A_AS jedoch tatsächlich 
vorherrscht, soll in weiteren Experimenten geklärt werden. 
 
4.2.3 Die Zelllinien HBA2-short_AS und HBA2-long_AS zeigen einen vergleichbaren 
TI-Effekt 
4.2.3.1 In Flp-In™-T-REx™-293-Zellen zeigen die HBA2-Testpromotoren eine starke 
Aktivität 
Der Promotor des α-Globingens HBA2 wurde für die Etablierung des Zellkulturmodells 
ausgewählt, da in einem Patienten mit α-Thalassämie eine mit dem HBA2-Gen überlappende 
Transkription zur Inaktivierung und Promotor-Methylierung dieses Gens führte (Barbour et 
al. 2000; Tufarelli et al. 2003). 
Die Expression des HBA2-Gens erfolgt beim Menschen Zelltyp-spezifisch in erythroiden 
Zellen des Knochenmarks (Uhlen et al. 2015). Mit Microarray-Analysen konnte in 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen jedoch ebenfalls eine schwache Expression dieses Gens 
nachgewiesen werden (Neumann et al. 2012). Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass 
sich Flp-In™-T-REx™-293-Zellen sowohl in ihrem Karyotyp als auch auf DNA-Sequenzebene 
von normalen menschlichen Zellen unterscheiden. Die Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 ist von 
HEK293-Zellen abgeleitet (Growth and Maintenance of the Flp-In™ T-REx™ Cell Line User 
Guide, Thermo Fisher Scientific). Die Herstellung der HEK293-Zellen erfolgte durch 
Transfektion humaner embryonaler Nierenzellen (HEK, engl. human embryonic kidney cells) 
mit DNA des humanen Adenovirus 5 (Graham et al. 1977). Diese hypotriploide Zelllinie 




Stellen im Genom Integrationen aufweisen: an einer Position das Tet-Repressorgen 
zusammen mit einem Blasticidin-Resistenzgen und an einer anderen Position eine Kassette, 
die das lacZ-Zeocin-Resistenz-Fusionsgen und eine FRT-Rekombinationsstelle für die 
Integration des Zielgens umfasst (Flp-In™ T-REx™ Core Kit Manual, Thermo Fisher Scientific). 
Die genomischen Orte, an denen diese beiden Integrationen erfolgten, sind jedoch nicht 
bekannt. Durch eine aus der Hypotriploidie resultierenden veränderten Dosis von 
regulatorischen Faktoren könnte die Promotoraktivität des HBA2-Gens beeinflusst werden. 
Dies könnte die schwache Expression des HBA2-Gens erklären, die mit Microarray-Analysen 
in Flp-In™-T-REx™-293-Zellen nachgewiesen wurde (Neumann et al. 2012). 
Die ausgewählten Promotorregionen von HBA2 zeigten in diesen Zellen eine sehr starke 
Aktivität. Bei den qRT-PCR-Analysen wurde das von den HBA2-Testpromotoren 
kontrollierte EGFP-Gen in ähnlicher Höhe wie GAPDH exprimiert. Eine mögliche Erklärung 
für diese starke Aktivität könnte daher sein, dass die klonierten Promotorregionen 
bestimmte Elemente, die die Zelltyp-spezifische Expression von HBA2 steuern, nicht 
beinhalten. Die humanen α-Globingene sind als Gruppe angeordnet und die Expression 
vieler solcher Gengruppen wird durch entfernt lokalisierte regulatorische Elemente 
kontrolliert, die mit den verwandten Promotoren der Gengruppe interagieren. Auch für die 
humanen α-Globingene konnte solch ein Regulationsmechanismus für vier regulatorische 
Elemente, die sich zehn bis 50 Kilobasen stromaufwärts der α-Globingene befinden, 
nachgewiesen werden. Die Interaktion dieser regulatorischen Elemente mit den 
α-Globingenen erfolgt Zelltyp-spezifisch in erythroiden Zellen und hängt insbesondere von 
einem dieser vier untersuchten Elemente ab. Eine Deletion dieses regulatorischen Elements 
HS_40 hemmt auch die Interaktion der anderen Elemente mit den α-Globingenen und somit 
die α-Globin-Genexpression (Vernimmen et al. 2009). 
Die klonierten HBA2-Promotorregionen beinhalten diese weit entfernten, stromaufwärts 
der α-Globingene gelegenen regulatorischen Elemente nicht. Dies könnte erklären, weshalb 
die klonierten HBA2-Promotorregionen in Flp-In™-T-REx™-293-Zellen keine Zelltyp-
spezifische Aktivität zeigen. Die Zelltyp-spezifische Regulation der Genexpression ist ein 
komplexes Zusammenspiel von aktivierenden und reprimierenden Faktoren. Die 
α-Globingenregion könnte reprimierende Elemente umfassen, die eine Stimulation der 
Genexpression überhaupt erst erforderlich machen. Falls diese reprimierenden Elemente in 
den klonierten Promotorregionen nicht vorhanden sind, ist eine Zelltyp-spezifische 
Stimulation der Promotoraktivität eventuell nicht erforderlich. Die klonierten 




Dies könnte die erhöhte Aktivität der klonierten HBA2-Promotorregionen in den 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen erklären. 
Die Testpromotoren HBA2-short und HBA2-long zeigten bei den qRT-PCR-Analysen eine 
vergleichbare Aktivität, während die Analysen auf Proteinebene ein anderes Ergebnis 
lieferten. Bei der Luciferase-Aktivitätsanalyse wurde für die Promotorregion HBA2-short 
eine sechsmal höhere Aktivität als für die Region von HBA2-long bestimmt. Im Gegensatz zu 
allen anderen untersuchten Testpromotoren umfasst HBA2-long jedoch nicht ausschließlich 
den Promotor von HBA2 sondern auch noch Exon 1 und 2 sowie neun Basen von Exon 3 des 
HBA2-Gens (UCSC Genome Browser, Human GRCh37/hg19, chr16:221,701-223,479). Da die 
HBA2-long-Sequenz für die Promotoraktivitätsanalyse stromaufwärts des Luciferasegens ins 
Leseraster passend kloniert wurde, wurde vermutlich ein Fusionsprotein aus der Luciferase 
und einer partiellen α-Globin-Polypeptidkette gebildet. Die partielle α-Globin-
Polypeptidkette könnte die Aktivität des Luciferase-Enzyms aus sterischen Gründen 
gehemmt haben, was sich dann in einer geringeren Lumineszenzentwicklung äußerte. Auch 
stromaufwärts des EGFP-Gens wurde die HBA2-long-Sequenz passend ins Leseraster 
kloniert, was vermutlich zu einem Fusionsprotein aus dem EGFP-Protein und der partiellen 
α-Globin-Polypeptidkette führte. Daher könnte auch bei der Detektion der 
EGFP-Fluoreszenz die Klonierung dieser zusätzlichen Sequenz eine Rolle gespielt haben. Es 
ist denkbar, dass hierdurch Spleißeffekte auftraten, sodass zusätzlich zu dem erwarteten 
Leseraster ein alternatives Leseraster für die Proteinsynthese genutzt wurde und auf diese 
Weise weniger funktionale EGFP-Fusionsproteine synthetisiert wurden. 
 
4.2.3.2 Durch Induktion der überlappenden Transkription erfolgt in den Zelllinien 
HBA2-short_AS und HBA2-long_AS eine Abnahme der EGFP-Expression 
Mittels Fluoreszenz-Mikroskopie wurde für die Zelllinie HBA2-short_AS in den mit 
Doxycyclin behandelten Zellen eine schwächere EGFP-Fluoreszenz nachgewiesen als in den 
unbehandelten Kontrollen. Für HBA2-long_AS konnte eine ähnliche Tendenz beobachtet 
werden, die EGFP-Fluoreszenz war in dieser Zelllinie jedoch generell deutlich schlechter zu 
detektieren (Daten sind nicht gezeigt). 
Die daraus abgeleitete Annahme, dass die verminderte EGFP-Fluoreszenz durch eine 
überlappende Transkription zwischen Exon_2/3- und EGFP-Transkripten hervorgerufen 
wurde, konnte mit qRT-PCR-Analysen bestätigt werden. Diese zeigten, dass durch eine 
sieben- bis achtfache Induktion der Exon_2/3-Expression eine dreifache Abnahme der 




Zellkulturmodell führt somit auch bei diesen beiden Zelllinien die Induktion der 
überlappenden Transkription zur TI. 
Da die Promotorregion HBA2-short im Gegensatz zu HBA2-long nur einen Teil der CpG-Insel 
beinhaltet, beide HBA2_AS-Zelllinien jedoch einen vergleichbaren TI-Effekt zeigten, scheint, 
zumindest für HBA2, nicht die gesamte CpG-Insel für den TI-Effekt erforderlich zu sein. 
 
4.2.3.3 Mechanismen, die in den etablierten Zelllinien HBA2-short_AS und 
HBA2-long_AS zur TI führen könnten 
Da die Stärke des TI-Effekts in der HBA2-short_AS- und HBA2-long_AS-Zelllinie vergleichbar 
war, könnte der TI-Effekt in beiden Zelllinien durch den gleichen Mechanismus erfolgt sein. 
Die Promotoraktivitätsanalysen zeigten für beide Testpromotoren eine starke Aktivität, 
weshalb auch in den Zelllinien HBA2-short_AS und HBA2-long_AS die RNA-Polymerase-
Kollision der vorherrschende TI-Mechanismus sein könnte. Im Vergleich zur Zelllinie 
UBE3A_AS, könnte sich der Kollisionspunkt der RNA-Polymerasen aber vielleicht näher am 
3´-Ende des EGFP-Gens befinden. In beiden HBA2_AS-Zelllinien wurden eine deutlich 
stärkere EGFP-Expression und ein geringerer TI-Effekt, als in der UBE3A_AS-Zelllinie, 
beobachtet. Es erscheint wahrscheinlicher, dass bei einem Kollisionspunkt, der sich in der 
Nähe des 3´-Endes des EGFP-Gens befindet, mehr vollständige EGFP-Transkripte gebildet 
werden. Hierüber ist allerdings bisher nichts bekannt. 
Wie bereits erwähnt, weisen die Ergebnisse der Zelllinie Basic_Vector darauf hin, dass die 
Exon_2/3-Expression durch die überlappende Transkription im etablierten 
Zellkulturmodell nicht beeinträchtigt wird. Eine Kollision der RNA-Polymerasen kann 
jedoch zum Abbruch beider Transkripte führen (Prescott und Proudfoot 2002; Shearwin et 
al. 2005). Die RNA-Polymerasen von Exon_2/3 könnten daher entweder die Transkription 
nach der Kollision entlang des EGFP-Gens trotzdem fortsetzen oder aber der 
TI-Mechanismus ereignet sich eher im Bereich des EGFP-Promotors, wobei es zur 
Promotor-Okklusion oder „Sitting-Duck“-Interferenz kommen könnte. Die Promotor-
Okklusion könnte durch ein Pausieren der RNA-Polymerasen von Exon_2/3 über dem 
jeweiligen Testpromotor hervorgerufen werden. Da die integrierten Testpromotoren der 
beiden Zelllinien eine starke Aktivität aufweisen und eine relativ hohe Exon_2/3-Expression 
hervorrufen, erscheint die „Sitting-Duck“-Interferenz jedoch eher unwahrscheinlich. Dieser 
TI-Mechanismus spielt eine größere Rolle, wenn die Initiation der Transkription am 
sensitiven Promotor nur langsam erfolgt und sich die Aktivität der interferierenden 





Sowohl die Promotor-Konkurrenz als auch die Transkriptions-Blockade können für die 
HBA2_AS-Zelllinien aus den bereits für die Zelllinie UBE3A_AS genannten Gründen 
ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 4.2.2.3). 
 
4.2.4 In der Sense-Zelllinie MSH2 ist der TI-Effekt am schwächsten 
4.2.4.1 Die Aktivität des MSH2-Testpromotors ist in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
niedrig 
Die Auswahl des MSH2-Promotors für die Etablierung des Zellkulturmodells erfolgte 
ebenfalls basierend auf Patientenstudien, die eine durch überlappende Transkription 
ausgelöste Inaktivierung der MSH2-Expression zeigten (Ligtenberg et al. 2009; Ligtenberg et 
al. 2013). 
Das MSH2-Gen wird beim Menschen in vielen verschiedenen Geweben exprimiert, weshalb 
für die ausgewählte MSH2-Promotorregion in Flp-In™-T-REx™-293-Zellen ebenfalls eine 
Aktivität erwartet und bestätigt wurde (Uhlen et al. 2015). Bei der 
Promotoraktivitätsanalyse zeigte der MSH2-Testpromotor, verglichen mit den anderen 
untersuchten Testpromotoren, die schwächste Aktivität, vergleichbar mit der Aktivität der 
schwächeren Positivkontrolle TRPS1. Diese Ergebnisse werden von Microarray-Analysen 
mit Flp-In™-T-REx™-293-Zellen bestätigt, die eine vergleichbare Expression der Gene TRPS1 
und MSH2 in diesen Zellen zeigten (Neumann et al. 2012). 
Auch bei den nachfolgenden Untersuchungen zeigte der MSH2-Testpromotor, verglichen mit 
den anderen Testpromotoren, die schwächste Aktivität. Es konnte keine EGFP-Fluoreszenz 
für die Zelllinie MSH2_Sense bestimmt werden, da das EGFP-Gen hierfür zu schwach 
exprimiert wurde und auch bei den qRT-PCR-Analysen wurde nur eine schwache 
EGFP-Expression nachgewiesen. 
 
4.2.4.2 Die Induktion der überlappenden Transkription korreliert in der Zelllinie 
MSH2_Sense mit einer Abnahme der EGFP-Expression 
Nach der Optimierung des Protokolls für die Untersuchung von TI im etablierten 
Zellkulturmodell, konnte auch für die Zelllinie MSH2_Sense nach Induktion der 
überlappenden Transkription eine Abnahme der EGFP-Expression nachgewiesen werden. 
Allerdings unterschieden sich die Ergebnisse der einzelnen Klone relativ stark voneinander, 
weshalb der Effekt, verglichen mit den Antisense-Zelllinien, im Durchschnitt schwächer 
ausfiel. Da sich die untersuchten Klone der Zelllinie MSH2_Sense auf DNA-Ebene nicht 
voneinander unterscheiden und sich daher auch in Expression und Reaktion auf die 




unklar. Ein Grund für den, im Vergleich zu den Antisense-Zelllinien, schwächeren TI-Effekt 
könnte die Promotor-Orientierung sein. Im Gegensatz zu den anderen Zelllinien, sind die 
interferierenden Promotoren in der Zelllinie MSH2_Sense in Tandem-Orientierung 
angeordnet, weshalb sich der TI-Mechanismus von dem der Antisense-Zelllinien 
unterscheiden könnte. Bei einer Tandem-Promotoranordnung ist beispielsweise der 
Mechanismus der RNA-Polymerase-Kollision unwahrscheinlicher (siehe Kapitel 4.2.4.3) 
(Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 2011). Für alle Testpromotoren wurden sowohl Sense- 
als auch Antisense-Zelllinien hergestellt. Es wurde jedoch nur jeweils die Zelllinie 
untersucht, die die Situation imitiert, die in bestimmten Patienten oder Geweben zur TI 
führt. Ob die Promotor-Orientierung bei dem Effekt der TI im etablierten Zellkulturmodell 
eine Rolle spielt, könnte mit der jeweils anderen Zelllinie, die bisher nicht untersucht wurde, 
analysiert werden. 
 
4.2.4.3 TI-Mechanismen, die in der etablierten Zelllinie MSH2_Sense die Reduktion 
der EGFP-Expression hervorrufen könnten 
In allen durchgeführten Experimenten zeigte der MSH2-Testpromotor, verglichen mit den 
anderen Testpromotoren, die schwächste Aktivität. Daher ist im Gegensatz zu den 
Antisense-Zelllinien, für die Zelllinie MSH2_Sense die „Sitting-Duck“-Interferenz ein 
wahrscheinlicher TI-Mechanismus. Demnach könnte die Initiation am MSH2-Testpromotor 
langsam erfolgen und die vom CMV-Promotor herannahenden RNA-Polymerasen zur 
Dissoziation des Initiationskomplexes führen. Dies würde die Initiation der Transkription 
am MSH2-Testpromotor hemmen (Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 2011). 
Ein weiterer möglicher TI-Mechanismus für die Zelllinie MSH2_Sense wäre jedoch auch die 
Promotor-Okklusion in Kombination mit einem Pausieren der Exon_2/3-Polymerasen über 
dem Testpromotor, wie bereits für die Antisense-Zelllinien beschrieben (siehe Kapitel 
4.2.2.3). 
Dass die Abnahme der EGFP-Expression in der Zelllinie MSH2_Sense durch eine Kollision der 
RNA-Polymerasen von Exon_2/3 und EGFP entlang des EGFP-Gens verursacht wird, ist eher 
unwahrscheinlich. Studien zeigten, dass die RNA-Polymerasen bei einer Kollision in 
Sense-Orientierung eher miteinander kooperieren und sich bei der Transkription 
unterstützen (Epshtein et al. 2003; Palmer et al. 2011; Hao et al. 2014). 
Die Promotor-Konkurrenz und die Transkription-Blockade können für die Zelllinie 
MSH2_Sense aus den gleichen Gründen wie für die Antisense-Zelllinien ausgeschlossen 





4.2.5 Die Stärke des TI-Effekts ist im etablierten Zellkulturmodell abhängig vom 
integrierten Testpromotor 
Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analysen zeigen, dass die Induktion der überlappenden 
Transkription im etablierten Zellkulturmodell zur TI führt. Bei gleicher 
Promotor-Orientierung und ähnlich hoher Induktion des CMV-Promotors, konnte mit den 
Antisense-Zelllinien zudem beobachtet werden, dass der TI-Effekt im etablierten Modell vom 
integrierten Testpromotor abhängig ist. Für die Zelllinie UBE3A_AS konnte, im Vergleich zu 
den HBA2_AS-Zelllinien, ein stärkerer TI-Effekt nachgewiesen werden. Die Zelllinien 
HBA2-short_AS und HBA2-long_AS, die beide den HBA2-Promotor integriert haben, zeigten 
hingegen einen vergleichbaren TI-Effekt. Somit ist das Zellkulturmodell für die 
Untersuchung von TI durch konvergent angeordnete Promotoren geeignet. 
TI konnte im etablierten Zellkulturmodell sowohl durch den schwachen 
MSH2-Testpromotor als auch die starken Testpromotoren UBE3A, HBA2-short und 
HBA2-long hervorgerufen werden. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Stärke des 
TI-Effekts in den etablierten Zelllinien daher nicht direkt mit der Aktivität der 
Testpromotoren korreliert sondern vielmehr durch unterschiedliche TI-Mechanismen 
dominiert wird. Während bei einem schwachen, sensitiven Promotor die „Sitting-Duck“-
Interferenz eine größere Rolle spielt, kommt es zwischen starken Promotoren eher durch 
eine RNA-Polymerase-Kollision zur TI (Shearwin et al. 2005; Palmer et al. 2011; Bordoy und 
Chatterjee 2015). 
 
4.2.6 Im etablierten Zellkulturmodell ist der TI-Effekt reversibel 
Nach der Beobachtung der TI im etablierten Zellkulturmodell stellte sich die Frage, ob der 
TI-Effekt durch eine stabile Inaktivierung der Testpromotoren hervorgerufen wurde. Es 
zeigte sich jedoch, dass der TI-Effekt in den untersuchten Zelllinien reversibel ist und keine 
Methylierung der Testpromotoren erfolgte. 
Für den UBE3A-Promotor deckt sich dies mit Daten, die zeigen, dass der UBE3A-Promotor 
auf dem paternalen Allel unmethyliert vorliegt, auch wenn die Expression von UBE3A 
gehemmt ist. Obwohl in Neuronen der Maus, aber auch des Menschen, eine mit dem 
paternalen Ube3a-Gen überlappende Transkription erfolgt, ist der Ube3a-Promotor auf 
beiden Allelen aktiv und liegt nicht methyliert vor (Numata et al. 2011; Meng et al. 2013). 
Dass die überlappende Transkription hierbei nicht zur Methylierung des paternalen 
Ube3a-Promotors führt, könnte daran liegen, dass sich der TI-Prozess vermutlich entlang 




wird angenommen, dass es in Intron 4 des Ube3a-Gens zu einer Kollision der 
RNA-Polymerasen kommt (Meng et al. 2013). 
Ob TI zur Methylierung des beteiligten Promotors führt, könnte somit durch den 
vorliegenden TI-Mechanismus bedingt sein. Dieser wird durch Faktoren wie der Distanz der 
beteiligten Promotoren, aber auch deren Aktivität beeinflusst und könnte im etablierten 
Zellkulturmodell dazu geführt haben, dass keine Methylierung der Testpromotoren erfolgte 
(Sneppen et al. 2005; Palmer et al. 2011). In den Antisense-Zelllinien beträgt der Abstand 
zwischen dem CMV-Promotor und den Testpromotoren circa 1,2 Kilobasen, für die Zelllinie 
MSH2_Sense sogar nur circa 235 Basenpaare. Damit ist die Distanz zwischen den 
Promotoren im etablierten Zellkulturmodell deutlich geringer als in den Zellen der 
Patienten, bei denen eine überlappende Transkription zur Methylierung der Promotoren 
HBA2 und MSH2 führte (Tufarelli et al. 2003; Ligtenberg et al. 2009). Jedoch konnte auch mit 
einem transgenen Mausmodell gezeigt werden, dass HBA2 durch die überlappende 
Transkription methyliert wird. Das Modell imitierte die Situation in der betroffenen 
Genregion des Patienten, bei dem ein verlängertes LUC7L-Transkript mit dem HBA2-Gen 
überlappt. Auch der Austausch des benachbarten LUC7L-Promotors (und dessen mutiertem 
Gen) durch den humanen Ubiquitin-C-Promotor führte zur Methylierung des 
HBA2-Promotors, obwohl der Abstand zwischen den Promotoren hierbei deutlich geringer 
als in den Patientenzellen war (Tufarelli et al. 2003). 
Daher sind eventuell in den klonierten Promotorregionen auch bestimmte Elemente, die für 
eine Promotormethylierung durch TI benötigt werden, nicht vorhanden. Da nicht bekannt 
war, ob für den Prozess der TI die gesamte CpG-Insel des jeweiligen Gens erforderlich ist, 
wurden für den HBA2-Promotor zwei verschiedene Regionen für die Analysen ausgewählt. 
Während HBA2-short nur den Promotor umfasst, beinhaltet HBA2-long neben dem 
Promotor auch die gesamte CpG-Insel. Die Zelllinien beider Testpromotoren zeigten bei den 
qRT-PCR-Analysen vergleichbare TI-Effekte, wurden jedoch nicht methyliert. Daher kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass sich beispielsweise stromaufwärts der klonierten 
Promotorregionen Elemente befinden, die für eine Methylierung durch TI essenziell sind. 
Bei dem HBA2-Promotor könnten beispielsweise die regulatorischen Elemente, die sich 
zehn bis 50 Kilobasen stromaufwärts der α-Globingene befinden und wichtig für eine 
Zelltyp-spezifische Expression des Gens sind, eine Rolle bei der Methylierung durch TI 
spielen. 
Des Weiteren könnte im etablierten Zellkulturmodell die Methylierung der Testpromotoren 
auch deshalb nicht erfolgt sein, weil sich die Flp-In™-T-REx™-293-Zellen deutlich von den 




Flp-In™-T-REx™-293-Zellen um ein Derivat der hypotriploiden HEK293-Zelllinie, welche 
durch virale Transformation hergestellt wurde. Ähnlich zu transformierten Tumorzellen, 
könnte das Genom der Flp-In™-T-REx™-293-Zellen hypomethyliert vorliegen und die 
de novo Methylierung in diesen Zellen schlechter funktionieren. Dies lässt die schwache 
Genexpression der de novo Methyltransferase DNMT3A in den Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
vermuten. Das Gen der de novo Methyltransferase DNMT3B wird in diesen Zellen, im 
Vergleich zu DNMT3A, jedoch stärker exprimiert (Neumann et al. 2012). Eine MLPA-Analyse 
sollte daher Aufschluss über den Grad der DNA-Methylierung in dieser Zelllinie geben. Da 
sich der Karyotyp jedoch deutlich von dem normaler menschlicher Zellen unterscheidet, 
erwies sich die Analyse als schwierig und nicht informativ (Daten sind nicht gezeigt). 
Mit einem ähnlichen Zellkulturmodell, welches den SNRPN-Promotor beinhaltet, erfolgte 
eine dreitägige transiente Überexpression der de novo Methyltransferase DNMT3A2, einer 
Isoform von DNMT3A (Chen et al. 2002). Hierdurch sollte die Etablierung der Methylierung 
des SNRPN-Promotors in der Keimbahn nachempfunden werden. Bei dieser Analyse konnte 
zwar auch ein TI-Effekt nachgewiesen werden, eine Methylierung des SNRPN-Promotors 
blieb jedoch aus (Masterarbeit N. Utz 2015). Allerdings spielt in der Keimbahn neben der 
DNMT3A-Methyltransferase auch der Kofaktor DNMT3L bei der de novo DNA-Methylierung 
eine Rolle, der in der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 nicht exprimiert wird (Kelsey und Feil 
2012; Neumann et al. 2012). Bei der bereits beschriebenen Studie von 
Lynch-Syndrom-Patienten führte TI aber auch in epithelialen Zellen zur de novo 
DNA-Methylierung des MSH2-Promotors, obwohl für DNMT3L beispielsweise im Darm des 
Menschen keine Expression nachgewiesen wurde (Hughes et al. 2007; Ligtenberg et al. 
2009). Daher wird angenommen, dass DNMT3L für die Promotormethylierung im 
etablierten Zellkulturmodell nicht zwingend erforderlich ist. 
Die Etablierung von DNA-Methylierungen ist jedoch ein Zusammenspiel verschiedener 
Faktoren, über die bisher nur wenig bekannt ist. Da ebenfalls unklar ist wieviel Zeit 
differenzierte Zellen für die Etablierung der DNA-Methylierung durch TI benötigen, war das 
gewählte Zeitfenster möglicherweise zu kurz. Die Methylierungsanalysen wurden nach 
24-stündiger und 14-tägiger Induktion der überlappenden Transkription durchgeführt. Bei 
dem bereits erwähnten transgenen Mausmodell, welches die Situation in den betroffenen 
Patienten imitierte, erfolgte die Methylierung der HBA2-Promotorregion vermutlich 
während der Welle der de novo DNA-Methylierungen, die sich um den Zeitpunkt der 
Implantation der Oozyte abspielt. Die Methylierung des HBA2-Promotors konnte jedoch 
auch in EBs nachgewiesen werden. Hierfür wurden ES-Zellen der transgenen Mäuse in EBs 




Methylierung des HBA2-Promotors nachgewiesen werden (Tufarelli et al. 2003). Im 
Gegensatz zu den Flp-In™-T-REx™-293-Zellen haben ES-Zellen und EBs jedoch noch ein 
größeres Entwicklungspotenzial. Die ausdifferenzierten Flp-In™-T-REx™-293-Zellen 
könnten, insbesondere auch wegen des niedrigen DNMT3A-Expressionslevels, mehr Zeit für 












Die Ergebnisse zeigen, dass das etablierte Zellkulturmodell TI zwischen konvergenten und 
Tandem-Promotoren erfolgreich nachbildet. Durch einen gleichbleibenden Versuchsaufbau 
konnte bei ähnlich starker Induktion der überlappenden Transkription mit den Promotoren 
der Gene HBA2 und UBE3A ein unterschiedlich starker TI-Effekt beobachtete werden. Dies 
zeigt, dass die Regulation durch TI im etablierten Zellkulturmodell abhängig vom 
integrierten humanen Promotor erfolgt. Da das etablierte Modell die Integration beliebiger 
humaner Promotoren ermöglicht, kann hiermit die unterschiedliche Wirkung von TI auf 
verschiedene Promotoren untersucht werden. Es wurde somit eine Basis für die Analyse 
Promotor-abhängiger TI-Effekte geschaffen. Das etablierte Zellkulturmodell hat daher das 
Potenzial einen tieferen Einblick in die Regulation durch TI zu gewähren. 
Aus diesem Grund soll in weiteren Experimenten zunächst der TI-Mechanismus bestimmt 
werden, welcher in den etablierten Zelllinien vorherrscht. Durch strangspezifische 
qRT-PCR-Analysen soll in den Antisense-Zelllinien die Transkription entlang des EGFP-Gens 
mithilfe von verschiedenen Primern und Sonden analysiert werden. Falls auf diese Weise 
entlang des EGFP-Gens ein ähnliches Transkriptlevel nachgewiesen werden kann, so handelt 
es sich dabei vermutlich um einen TI-Mechanismus der direkt am Promotor erfolgt. Nimmt 
die EGFP-Transkription jedoch zum 3´-Ende des EGFP-Gens ab, so findet wahrscheinlich 
eine Kollision der RNA-Polymerasen von Exon_2/3 und EGFP entlang des EGFP-Gens statt. 
Bei Patientenstudien konnte durch eine mit den Genen HBA2 und MSH2 stattfindende 
überlappende Transkription die Methylierung des jeweiligen Promotors beobachtet werden 
(Tufarelli et al. 2003; Ligtenberg et al. 2009). Im etablierten Zellkulturmodell konnte jedoch 
keine Methylierung der Testpromotoren nachgewiesen werden. Ob dies durch eine 
unzureichende Expression der de novo DNA-Methyltransferase DNMT3A in den 
Flp-In™-T-REx™-293-Zellen hervorgerufen wird, soll in einem auf dieser Arbeit 
aufbauenden Zellkulturmodell durch eine stabile Überexpression von DNMT3A untersucht 
werden. Hierdurch könnte das Zellkulturmodell auch für Untersuchungen, die sich mit der 
Etablierung der genomischen Prägung beschäftigen, nutzbar gemacht werden. Da dieser 
Prozess bereits in der Keimbahn erfolgt und humane Oozyten nur eingeschränkt zur 








Als transkriptionelle Interferenz (TI) wird die direkte Unterdrückung eines 
Transkriptionsprozesses durch einen anderen in cis bezeichnet. TI ist ein weit verbreiteter 
Mechanismus zur Transkriptionsregulation, der durch Transkription von konvergenten, 
divergierenden oder im Tandem angeordneten Promotoren hervorgerufen werden kann. 
Bei Säugetieren ist die TI auch an der Regulation der Expression von Genen beteiligt, die der 
genomischen Prägung unterliegen. In Neuronen der Maus und des Menschen wird das 
geprägte Gen Ube3a ausschließlich vom maternal ererbten Allel exprimiert. Auf dem 
paternalen Allel überlappt die Transkription der langen nicht-kodierenden RNA Snhg14 mit 
dem Ube3a-Gen und führt durch TI zur monoallelischen Ube3a-Expression. 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Etablierung eines Zellkulturmodells, welches die 
Untersuchung von TI mit beliebigen humanen Promotoren erlaubt. Hierfür wurden die 
Promotoren der Gene UBE3A, HBA2 und MSH2 als Testpromotoren ausgewählt und ihre 
Aktivität zunächst mittels Luciferaseaktivitätsmessungen in humanen, transient 
transfizierten Flp-In™-T-REx™-293-Zellen bestimmt. Für die Etablierung des 
Zellkulturmodells wurden die Testpromotoren zusammen mit dem EGFP-Gen stromabwärts 
eines induzierbaren CMV-Promotors integriert, welcher die Expression des überlappenden 
β-Globin-Transkripts Exon_2/3 steuert. Die Testpromotoren UBE3A und HBA2 wurden 
dabei in konvergenter Richtung zum CMV-Promotor inseriert, während der MSH2-Promotor 
in Tandem-Orientierung positioniert wurde. Durch die Zugabe von Doxycyclin für drei, 
sieben, zehn und 14 Tage wurde der CMV-Promotor in der jeweiligen stabilen 
Flp-In™-T-REx™-293-Zelllinie induziert und die Auswirkungen auf die Exon_2/3- und EGFP-
Expression mittels qRT-PCR analysiert. Dabei zeigte sich in allen untersuchten Zelllinien und 
zu allen Zeitpunkten eine Zunahme der Exon_2/3-Expression, da dieses Transkript durch 
den mit Doxycyclin induzierbaren CMV-Promotor gesteuert wird. Die EGFP-Expression, 
welche in dem etablierten Zellkulturmodell durch den jeweiligen Testpromotor kontrolliert 
wird, war in diesen Zellen hingegen reduziert. Die Reduktion der EGFP-Expression erfolgte 
durch TI und konnte auch durch eine Abnahme der EGFP-Fluoreszenz mittels Mikroskopie 
beobachtet werden. Der stärkste TI-Effekt wurde mit dem integrierten 
UBE3A-Testpromotor bestimmt, gefolgt von den Promotoren von HBA2 und MSH2. Die 
Ergebnisse zeigen, dass sich das etablierte Zellkulturmodell für die Untersuchung von TI 
eignet und die Stärke des beobachteten TI-Effekts abhängig vom integrierten Promotor ist. 
Zudem ergaben weitere Untersuchungen, dass der TI-Effekt im etablierten Modell reversibel 
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8.1.1 Oligonukleotide für den Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 
Die in der folgenden Tabelle aufgeführten Oligonukleotide wurden zur Vervielfältigung der 
murinen Ube3a-Intron1-Homologiesequenz von genomischer DNA und der Stoppkassette 
von pBS_tkneo511_BGfrt verwendet (Tabelle 4). Um die DNA-Fragmente später in einen 
Expressionsvektor inserieren zu können, wurden Primer verwendet, die an ihrem 5‘-Ende 
eine Restriktionsschnittstelle aufweisen. 
Zudem sind in den nachfolgenden Tabellen die Primer für Sequenzierungen (Tabelle 5 und 
Tabelle 6) und die Durchführung des Gibson Assembly (Tabelle 7) angegeben. 
 
Tabelle 4: Primer zur Vervielfältigung der murinen Ube3a-Intron1-Homologiesequenz von 
genomischer DNA und der Stoppkassette von pBS_tkneo511_BGfrt. Die Primer weisen eine 
Restriktionsschnittstelle auf, deren Sequenz grau hinterlegt ist. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
Ube3a_int1_F TGCTTCGGATCCACCTGCTTCAGCTAAGAC Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_R CTCAGGGATCCCCCCACAATCCAACACTATC Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_F2 CAATGTGGATCCTCCTAAAAATTACACTTG Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_R2 CAAAAGAGGATCCATGTCCATTTCCTTAT Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_F3 CCATTGTGGAACCATGGCCATAATTA Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_R3 TAATTATGGCCATGGTTCCACAATGG Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
Ube3a_int1_F4 GTGTTTCTGAGGATCCTTTGAATTGTG Vervielfältigung der murinen Ube3a-
Intron1-Homologiesequenz 
rBG_ PacI_F GACTCATTAATTAACGAATTGGAGCTCCACCG Vervielfältigung der Exon_2/3-Sequenz 
rBG_PacI_SalI_R TGGCGCTTAATTAAGTCGACAACCTGACTACGGACCGG Vervielfältigung der Exon_2/3-Sequenz 
neo_SalI_F ACACTGGTCGACGGATCCGAACAAACG Vervielfältigung der Neomycin-
Resistenzsequenz 











Tabelle 5: Primer für die Sequenzierung der Ube3a-Intron1-Homologiefragmente. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
T7 promoter AATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung der Ube3a-Intron1-
Homologiefragmente in pBS II KS(+), 
pCR™2.1 und pCR™-Blunt II-TOPO® 
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung der Ube3a-Intron1-
Homologiefragmente in pBS II KS(+), 
pCR™2.1 und pCR™-Blunt II-TOPO® 
Ube3a_int1_F5 GTCTTACTTGCAGCCCATCA Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F6 CAACCATGAAAGGCTTGAAA Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F7 GGAGCAGGCCATTTATCTTTC Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F8 TTGCAAAGCTGAATTCCTTGT Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F9 GCAGCAGCTCAGTACATTTCAG Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F10 CCCTTGAATTCTTGGTCTTCG Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F11 CTGTAGACCAGGGAGACCTCA Sequenzierung des Ube3a-Intron1-3kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F12 AGTGCATCCTAAGGGGAAGT Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F13 CTCCGCTTGGAAATTCTGTC Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F14 CACAGGGAAGAGGTGAACGTA Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F15 TGGCCTGGACAATTAACAAAG Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F16 TGGCTTTATCCTACTCATGGAGAT Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F17 CTTGCCATCAGTTTATGTGTCTT Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F18 AATGGCATCTTTTGTGTTTGC Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 
Ube3a_int1_F19 AGGTGTGAGTTGTCTGGGAAA Sequenzierung des Ube3a-Intron1-4kb-
PCR-Homologiefragments 












Tabelle 6: Primer für die Sequenzierung der pBS-Ube3a_int1_6kb-Konstrukte. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
Ube3a_int1_F8 TTGCAAAGCTGAATTCCTTGT Sequenzierung der Exon_2/3-Sequenz 
in pBS-Ube3a_int1_6kb 




Sequenzierung der Exon_2/3-Sequenz 
in pBS-Ube3a_int1_6kb 
neo_seq_F TCTCCTAGAGTTAACACTGG Sequenzierung der Neomycin-Resis-
tenzsequenz in pBS-Ube3a_int1_6kb 
Ube3a_int1_R6 GCTTAACTATGGTACTATGGC Sequenzierung der Exon_2/3-Sequenz 
bzw. Neomycin-Resistenzsequenz in 
pBS-Ube3a_int1_6kb 
 
Tabelle 7: Primer für die Insertion der Stoppkassette in pBS-Ube3a_int1_6kb mittels Gibson 
Assembly. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
Ube3a-neo_F GGCCATTTATCTTTCTAAGGAATTAACCCTCACTAAAG
GG 
Vervielfältigung der Stoppkassette für 
die Insertion in pBS-Ube3a_int1_6kb 
mittels Gibson Assembly 
Ube3a-rBG_R CCACTTTAATATGATTAACAAGGCGAATTGGAGCTCCA
CCG 
Vervielfältigung der Stoppkassette für 
die Insertion in pBS-Ube3a_int1_6kb 
mittels Gibson Assembly 
neo-rBG_R GTCAGGTTGCTGCAGGAATTCGATGAT Vervielfältigung der Stoppkassette für 
die Insertion in pBS-Ube3a_int1_6kb 
mittels Gibson Assembly 
rBG-neo_F CCTGCAGCAACCTGACTACGGACCGG Vervielfältigung der Stoppkassette für 
die Insertion in pBS-Ube3a_int1_6kb 






8.1.2 Oligonukleotide für die Etablierung des Zellkulturmodells 
Die Vervielfältigung der Promotorregionen UBE3A, HBA2 und MSH2 von genomischer DNA 
erfolgte mithilfe von Primern, welche eine Restriktionsschnittstelle an ihrem 5´-Ende 
aufweisen (Tabelle 8). 
Zusätzlich dazu sind in den nachfolgenden Tabellen die für die Sequenzierungen (Tabelle 9), 
den Klonierungslinker (Tabelle 10), die ortsspezifische Mutagenese (Tabelle 10), die 
qRT-PCR-Analysen (Tabelle 11) und die Methylierungsanalysen (Tabelle 12) verwendeten 
Primer aufgeführt. 
 
Tabelle 8: Primer zur Vervielfältigung der genomischen DNA im putativen Promotorbereich. Die 
Primer weisen Restriktionsschnittstellen (grau) auf. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
UBE3A_promoter_XhoI_F1 GCTCGAGGGTGACCCTGGTACCAAATA Vervielfältigung der UBE3A-
Promotorsequenz 
UBE3A_promoter_BamHI_R1 CGGATCCAGAGGTGAAGCGTAAGTAGG Vervielfältigung der UBE3A-
Promotorsequenz 
HBA2_prom _ XhoI _F3 TTTTTGCTCGAGTAGTAGAGACGGGGTTTCTC Vervielfältigung der HBA2-
Promotorsequenz 
HBA2_prom _ BamHI _R3 AGACAGGGATCCGGTGGGTTCTCTCTGAGT Vervielfältigung der HBA2-short-
Promotorsequenz 
HBA2_prom _ BamHI _R4 CAGCAGGGATCCGCTTAGGAGCTGTGCAGA Vervielfältigung der HBA2-long-
Promotorsequenz 
MSH2_promoter_ XhoI _F1 GCTCGAGGGGACATAGCAGGCCATATA Vervielfältigung der MSH2-
Promotorsequenz 







Tabelle 9: Primer für die Sequenzierung der Minigene. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
T7 promoter AATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung der pCR™2.1-Promotor-, 
pCR™-Blunt II-TOPO®-Promotor- bzw. 
pBS-Ex2/3-Konstrukte 
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung der pCR™2.1-Promotor-, 
pCR™-Blunt II-TOPO®-Promotor- bzw. 
pBS-Ex2/3-Konstrukte 
HBA2_promoter _F2 AGTGGGAGAGTCAGTCACAC Sequenzierung der HBA2-short- bzw. 
HBA2-long-Promotorsequenz 
luc2_seq_F CTAGCAAAATAGGCTGTCCC Sequenzierung der pGL4.10-Promotor-
Konstrukte 
luc2_seq_R CGTCTTCGAGTGGGTAGAAT Sequenzierung der pGL4.10-Promotor-
Konstrukte 
pEGFP-N1_rev GTCCAGCTCGACCAGGATGGG Sequenzierung der pEGFP_N3-
Promotor-Konstrukte 
pEGFP-CMV-Prom GCGGTAGGCGTGTACGGTGG Sequenzierung der pEGFP_N3-
Promotor-Konstrukte 
CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG Sequenzierung der Ex2/3-linker-
Sequenz und Promotor-EGFP-
Sequenzen in pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3 
BGH-R TAGAAGGCACAGTCGAGG Sequenzierung der Ex2/3-linker-
Sequenz in pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3 
b-globin_ex3_R TGAGACAGCACAACAACCAG Sequenzierung der Orientierung des 
Klonierungslinkers bzw. 
der Promotor-EGFP-Sequenzen in 
pcDNA5/FRT/TO-Ex2/3 
 
Für den Klonierungslinker wurden Oligonukleotide mit Restriktionsschnittstellen für 
BamHI, EcoRV, KpnI und SmaI verwendet. Die ortsspezifische Mutagenese erfolgte mithilfe 
von Oligonukleotiden, welche einen Basenaustausch in der Sequenz des MSH2-Promotors 
herbeiführten. 
 
Tabelle 10: Oligonukleotide für den Klonierungslinker und die ortsspezifische Mutagenese. Die 
Oligonukleotide für den Klonierungslinker weisen Restriktionsschnittstellen (grau) auf. Bei der 
ortsspezifischen Mutagenese führt ein Basenaustausch in der Sequenz der Oligonukleotide zu einem 
entsprechenden Basenaustausch in der Sequenz des MSH2-Promotors (unterstrichen dargestellt). 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 
BamHI_EcoRV_KpnI_SmaI_F ATGCGGATCCTAGATATCTAGGTACCTACCCGGGATGC Herstellung des Klonierungslinkers mit 
Restriktionsschnittstellen für BamHI, 
EcoRV, KpnI und SmaI 
BamHI_EcoRV_KpnI_SmaI_R GCATCCCGGGTAGGTACCTAGATATCTAGGATCCGCAT Herstellung des Klonierungslinkers mit 
Restriktionsschnittstellen für BamHI, 
EcoRV, KpnI und SmaI 
MSH2_promoter_mut-F AGGAGGAAGGCTAGTTTTTTTGTTGTTTTCAAGTTTCC
TTCTG 










Tabelle 11: Primer und Sonden für die reverse Transkription und qRT-PCR-Analyse. 
Locus 
Primer für die 
reverse Transkription 
Forward-Primer für die 
qRT-PCR 
Reverse-Primer für die 
qRT-PCR 
Sonden für die 
qRT-PCR 
















Die für die Bisulfit-Konvertierung (siehe Kapitel 2.3.19) verwendeten Primer weisen 
nicht-sequenzspezifische Tag-Sequenzen auf. An diese Sequenzen binden während der 
sogenannten Re-PCR (siehe Kapitel 2.3.20) Primer mit einer probenspezifischen 
Identifikationssequenz (MID, engl. multiplex identifier) sowie einer Adapter- und 
Schlüsselsequenz für die Sequenzierung mit dem 454 GS Junior System. 
 
Tabelle 12: Primer für die Methylierungsanalysen der Promotorregionen. Die für die Bisulfit-
Konvertierung verwendeten Primer weisen nicht-sequenzspezifische Tag-Sequenzen auf (unterstrichen 
dargestellt). An diese Tag-Sequenzen binden die MID-Primer, die sich aus einer probenspezifischen 
Identifikationssequenz (MID, rot) und einer Schlüsselsequenz (blau) für die Sequenzierung mit dem 
454 GS Junior System (Roche Diagnostics) zusammensetzen. 
Bezeichnung Sequenz in 5´-3´-Orientierung Verwendung 



































































































































8.2 DNA-Sequenzen der Testpromotoren 
Nachfolgend sind die DNA-Sequenzen der Testpromotoren angegeben, die für die 
Etablierung des Zellkulturmodells verwendet wurden. Die Sequenzunterschiede zur 
genomischen DNA der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 sind grau hinterlegt. 
 
 
Abbildung 39: UBE3A-Testpromotorsequenz. Die für die Etablierung des Zellkulturmodells verwendete 
Testpromotorsequenz des UBE3A-Gens ist in 5´-3´-Orientierung angegeben und umfasst 1020 Basenpaare. 
Der Basenaustausch an Position 855, welcher zur Unterscheidung des Testpromotors vom endogenen 
























Abbildung 40: HBA2-short-Testpromotorsequenz. Die Testpromotorsequenz HBA2-short, welche für 
die Etablierung des Zellkulturmodells verwendet wurde, ist in 5´-3´-Orientierung angegeben und umfasst 
1211 Basenpaare. Die Sequenzunterschiede zum endogenen Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
sind in der Sequenz grau hinterlegt. Sie umfassen die SNPs rs2541669, rs200340576 sowie rs187887324 



























Abbildung 41: HBA2-long-Testpromotorsequenz. Die für die Etablierung des Zellkulturmodells 
verwendete Testpromotorsequenz HBA2-long ist in 5´-3´-Orientierung angegeben und umfasst 
1779 Basenpaare. Die Sequenzunterschiede zum endogenen Promotor der Zelllinie Flp-In™ T-REx™ 293 
sind in der Sequenz grau hinterlegt und umfassen die SNPs rs2541669, rs200340576 sowie rs187887324 




































Abbildung 42: MSH2-Testpromotorsequenz. Die Sequenz des MSH2-Testpromotors, welcher für die 
Etablierung des Zellkulturmodells verwendet wurde, ist in 5´-3´-Orientierung angegeben und umfasst 
850 Basenpaare. Der Basenaustausch, welcher zur Unterscheidung vom endogenen MSH2-Promotor der 






















Im Folgenden sind die Plasmidkarten der Konstrukte aufgeführt, die im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit kloniert wurden. Diese wurden mit dem Programm Geneious 8.1.5 
(Biomatters, Auckland, Neuseeland) erstellt. 
 
8.3.1 Plasmid für den Transkriptabbruch der lncRNA Snhg14 
 
Abbildung 43: Plasmidkarte von pBS-Ube3a_int1_6kb. Der Klonierungsvektor pBluescript II KS(+) 
(grau) beinhaltet die zu Intron 1 des Ube3a-Gens homologe Sequenz von 5758 Basenpaaren Länge. Für die 






8.3.2 Plasmide für die Etablierung des Zellkulturmodells 




Abbildung 44: Plasmidkarten der UBE3A-Konstrukte. Die PCR-Produkte des UBE3A-Promotors (grün) 
mit CpG-Insel (dunkelgrün) wurden in den TOPO-Vektor pCR™2.1 integriert und anschließend mithilfe 
der Restriktionsendonukleasen XhoI und BamHI ausgeschnitten und in den pGL4.10-Expressionsvektor 






Abbildung 45: Plasmidkarten der HBA2-Konstrukte. Die PCR-Produkte des HBA2-Promotors (grün) 
mit CpG-Insel (dunkelgrün) wurden in den TOPO-Vektor pCR™2.1 bzw. pCR™-Blunt II-TOPO® integriert. 
Anschließend wurde der jeweilige Promotor mithilfe der Restriktionsendonukleasen XhoI und BamHI 




















Abbildung 46: Plasmidkarten der MSH2-Konstrukte. Der Wildtyp MSH2-Promotor (grün) mit CpG-
Insel (dunkelgrün) wurde in den TOPO-Vektor pCR™-Blunt II-TOPO® integriert und mit ortsspezifischer 
Mutagenese ein Basenaustausch, entsprechend dem natürlich vorkommenden SNP rs1863332, 
durchgeführt. Anschließend wurde der MSH2-Promotor mit SNP mithilfe der Restriktionsendonukleasen 
XhoI und BamHI ausgeschnitten und in den pGL4.10-Expressionsvektor mit dem Photinus-pyralis-





8.3.2.2 Plasmide für die Herstellung stabiler Zelllinien 
 
 
Abbildung 47: Plasmide für die Herstellung des Basic_Vectors. Für die Herstellung des Basic_Vectors 
wurde das partielle Exon 2 (hellblau) sowie das vollständige Intron 2 und Exon 3 (hellblau) des 
β-Globingens des Kaninchens (Exon_2/3) in den Klonierungsvektor pBluescript II KS(+) kloniert und 
anschließend ein Klonierungslinker (violett) in die HincII-Restriktionsschnittstelle integriert. Danach 
wurde das Exon_2/3 zusammen mit dem Klonierungslinker mithilfe der Restriktionsendukleasen HindIII 
und XhoI ausgeschnitten und in das Plasmid pcDNA5/FRT/TO mit dem induzierbaren CMV-Promotor 










Abbildung 48: Plasmide für die Herstellung der UBE3A_Sense- und UBE3A_AS-Zelllinien. Für die 
Herstellung der UBE3A_Sense- und UBE3A_AS-Zelllinie wurde der UBE3A-Testpromotor (grün) in das 
Plasmid pEGFP_N3 kloniert. Anschließend wurde der Testpromotor zusammen mit dem EGFP-Gen 
(hellgrün) für das Sense-Konstrukt mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und XbaI und für das 
Antisense-Konstrukt mit XhoI und SspI ausgeschnitten und in das Plasmid Basic_Vector kloniert. Mit den 











Abbildung 49: Plasmide für die Herstellung der HBA2-short_Sense- und HBA2-short_AS-Zelllinien. 
Für die Herstellung der HBA2-short_Sense- und HBA2-short_AS-Zelllinien wurde der HBA2-short-
Testpromotor (grün) in das Plasmid pEGFP_N3 kloniert. Anschließend wurde der Testpromotor 
zusammen mit dem EGFP-Gen (hellgrün) für das Sense-Konstrukt mit den Restriktionsendonukleasen XhoI 
und XbaI und für das Antisense-Konstrukt mit XhoI und SspI ausgeschnitten und in das Plasmid 











Abbildung 50: Plasmide für die Herstellung der HBA2-long_Sense- und HBA2-long_AS-Zelllinien. Für 
die Herstellung der HBA2-long_Sense- und HBA2-long_AS-Zelllinien wurde der HBA2-long-Testpromotor 
(grün) in das Plasmid pEGFP_N3 kloniert. Anschließend wurde der Testpromotor zusammen mit dem 
EGFP-Gen (hellgrün) für das Sense-Konstrukt mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und XbaI und für 
das Antisense-Konstrukt mit XhoI und SspI ausgeschnitten und in das Plasmid Basic_Vector kloniert. Mit 











Abbildung 51: Plasmide für die Herstellung der MSH2_Sense- und MSH2_AS-Zelllinien. Für die 
Herstellung der MSH2_Sense- und MSH2_AS-Zelllinien wurde der MSH2-Testpromotor (grün) in das 
Plasmid pEGFP_N3 kloniert. Anschließend wurde der Testpromotor zusammen mit dem EGFP-Gen 
(hellgrün) für das Sense-Konstrukt mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und XbaI und für das 
Antisense-Konstrukt mit XhoI und SspI ausgeschnitten und in das Plasmid Basic_Vector kloniert. Mit den 
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